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(57)【 要約 】 

[ 課題 】 容 患 組織 に お ける 遺伝 的 変異 の 同定 の 提供 。 

【 解決 手段 】 組織 特異 的 な 遺伝 的 変異 を 決定 する 方 法 が 提供 され る 。 例え ば 、 特 定 の 態様 
uc BN eR UE E TS Eel mune ee MP jv 
る 方 法 が 記載 され て いる 。 第 1 の 実施 形態 で は 、 選 択 さ れ た コン トロ ー ル の 遺伝 子 構造 に 
対す る 試験 被験 体 に お ける 組織 特異 的 な 遺伝 的 変異 の 存在 を 決定 する 方 法 で あっ て 、(a 
) 選択 され た 組織 の 分 化 細胞 の 遺伝 物質 を 得る ステ ッ プ で あっ て 、 こ の 分 化 細胞 が 、 試 験 
被験 体 の 体 細胞 の リプ ログ ラミ ング に よっ て 得 ら れ た 人 工 多 能 性 幹 (i PS) 細胞 の 分 化 
に よっ て 調製 され た も の で ある 、 ス テッ プ と 、(b ) 分 化 細胞 の 遺伝 物質 を 検査 し て 遺伝 
物質 の 1 つ 以 上 の 遺伝 子 構造 を 1 つ 以 上 の コン トロ ー ル 遺伝 子 構造 と 比較 し 、 こ れ に より 10 
試験 被験 体 の 組織 の 細胞 に お ける この よう な 遺伝 的 変異 の 存在 を 決定 する ステ ッ プ と 、 を 
含む 方 法 が 提供 され る 。 

【 選択 図 】 な し 
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特許 請求 の 範囲 】 
求 項 1 】 


明細 書 に 記載 され た 発明 。 


[ 
[ 
[ 


発明 の 詳細 な 説明 】 

技術 分 野 】 

0001] 

の 出願 は 、2009 年 8 月 28 日 に 出願 され た 、 米 国 仮 出願 第 61 プ 237,.908 


号 ( この 全 内 容 は 、 参考 と し て 本 明細 書 に 援用 され る ) に 対す る 優先 権 の 利益 を 主張 する 


o 


一 一 


0002] 
発明 の 分 野 
本 発明 は 、 全 体 と し て 、 分 子 診断 の 分 野 に 関す る 。 詳細 に は 、 本 発明 は 、 遺 伝 的 変異 ( 


genetic variation) の 決定 お よび 特徴 付け に お ける 人 工 多 能 性 幹細胞 


( 


induced pluripotent stem cell) (iPS 細胞 ) Oo 使 


[ 
[ 


H に 関す る 。 

背景 技術 】 

0003] 

関連 分 野 の 説明 

ヒト 遺伝 子 の 欠陥 に よっ て 引き 起こ され る 病状 は 、 通 常 は せ 、 か な り 組 織 特異 的 で ある 。 


遺伝 性 疾患 で は 、 こ の こと は 、 関 連 す る 遺伝 子 の 特定 の 空間 時 間 的 機能 が 、 生 婚 細胞 系 列 
の 突然 変異 に よっ て 障害 され る こと を 示唆 し て いる 。 疾患 遺伝 子 は 、 一 般 に 限ら れ た 数 の 
組織 で 発現 され る 傾向 に ある こと が 示さ れ て いる が 、 多 く の 症 例 で は 、 疾患 遺伝 子 の 組織 
特異 的 発現 パタ ー ン また は 遺伝 子 f EA A Dat どの よう に 相関 
する か に つい て は な お 不明 で あり 、 特定 の 組織 型 ま た は 細胞 型 に お ける 異常 な 遺伝 子 また 
は 遺伝 子 構造 の 決定 また は 特徴 付け が 困難 な まま で ある 。 


[ 


0004] 
より 広い 態様 で は 、 遺 伝 的 変異 の 解明 は 、 疾 患 感受 性 、 薬 物 に 対す る 可変 応答 、 な ら び 


に 最終 的 な 処置 お よび 公衆 衛生 を 含む 人 類 遺 伝 学 の 1 つの 重要 な 目標 で ある 。 


[ 


0005] 
人 体 は 、 様 々 な 組織 型 で 存在 する 2 0 0 を 超え る 細胞 型 か ら 構 成 さ れ て いる 。 未知 の 遺 


伝 的 欠陥 を 同定 する た め 、 ま た は 遺伝 的 変異 を 決定 する た め に は 、 特定 の 細胞 型 を 単 離 し 
て 特徴 付け る 必要 が ある 。 し か し な が ら 、 一 部 の 細胞 型 、 例 えば 、 非 常に 特殊 な 網膜 色素 
上 皮 ( RPE) 細胞 は 、1i n Yi vo で ヒト 対象 か ら 得 る こと が 困難 で あろ う 。 し た が 
っ て 、 現 在 も 、 特 定 の 細胞 型 を 用 意 し て 組織 特異 的 な 遺伝 的 変異 を 分 析 す る より 便利 な 方 
法 を 開発 する 必要 が ある 。 


[ 
[ 
[ 


発明 の 概要 】 

課題 を 解決 する た め の 手 段 】 

0006] 

本 発明 は 、i PS 細胞 の 使用 に 適し た 組織 特異 的 な 遺伝 的 変異 の 診断 方 法 を 提供 する こ 


cod pir Nu qx Md atu dM d M dde a 
する こと に よっ て 当 技 術 分 野 の 大 き な 問 題 を 解消 する 。 第 1 の 実施 形態 で は 、 選 択 さ れ た 


ント ロ ル の 遺伝 子 構造 に 対す る 試験 役 験 体 に お ける 組織 特異 的 な 遺伝 的 変異 の 存在 を 


決定 する 方 法 で あっ て 、(a) 選択 され た 組織 の 分 化 細胞 の 遺伝 物質 を 得る ステ ッ プ で あ 
っ て 、 こ の 分 化 細胞 が 、 試 験 被験 体 の 体 細胞 の リプ ログ ラミ ング に よっ て 得 ら れ た 人 工 多 
BETESR(C I PS) 細胞 の 分 化 に よっ て 調製 され た も の で ある 、 ス テッ プ と 、(b) 分 化 細 
胞 の 遺伝 物質 を 検 gd AN NH M OMM qu en e 
子 構造 と 比較 し 、 こ れ に より 試験 被験 体 の 組織 の 細胞 に お ける この よう な 遺伝 的 変異 の 存 
在 を 決定 する ステ ッ プ と 、 を 含む 方 法 が 提供 され る 。 特定 の 実施 形態 で は 、 選 択 さ れ た 組 
織 は 、 網膜 、 神 経 組織 、 ま た は 心筋 組織 で あり 得る 。 


[ 


0007] 
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特定 の 態様 で は 、 試 験 被験 体 は 、 遺 伝 的 異常 また は 遺伝 病 を 有 し 得る 、 ま た は 疑い が あ 
り 得る 。 遺伝 病 、 例 えば 、 網 膜 疾患 は 、 特 徴 付 ける こと が 困難 な 遺伝 的 欠陥 を も つ 組 織 特 
異 的 疾患 で あり 得る 。 網膜 疾患 の 特徴 付け で は 、 特定 の 網膜 細胞 型 、 例 えば 、 網 膜 神経 細 
胞 ま た は 網膜 色素 上 上 肥 ( RPE) 細胞 は 、 本 方 法 の 特定 の 態様 に よっ て 、 特 に 、 試 験 被験 
体 に 由来 する 体 細胞 が リプ ログ ラミ ング され た i PS 細胞 の 分 化 に よっ て 調製 する こと が 
で きる 。 

【0008】 

ヌクレオチド 、 例 えば 、RNA ま た は DNA を 含み 得る 分 化 細胞 の 遺伝 物質 を 、 当 技術 
分 野 で 周知 の 様々 な 方 法 、 例 えば 、 ヌ クレ オチ ド 配 列 決定 、 例 えば 、RNA も し く は DN 
A 配 列 決定 、 ま た は マイ クロ アレ イ 分 析 に よっ て 検査 する こと が で きる 。 遺伝 子 構造 は 、 
一 次 ヌクレオチド 配列 、 二 次 構造 、 後 成 的 構造 、 お よび 染色 体 構造 な ど で あ り 得 る 。 本 発 
明 の さら な る 態様 で は 、 分 化 細胞 の 遺伝 子 構造 は 、 発 現 プ ロフ ィ ー ル に よっ て 表す こと が 
で き 、 こ の 発現 プロ フィ ー ル は 、 単 純 な ヌクレオチド 配列 決定 だ け で は 明らか に な ら な い 
DNA 配 列 内 の 転写 制御 領域 の 機能 的 結果 を 反映 し 得る 。 

[0009] 

本 方 法 の 特定 の 態様 を 使用 し に て 、1 つ 以 上 の コー ディ ング 配列 の 変異 、 ま た は 1 つ 以 上 
の 非 コ ー デ ィング 配列 、 例 えば 、 遺伝 子 調節 エレ メン ト の 変異 で あり 得る 遺伝 的 変異 を 同 
定 す る こと が で きる 。 こ れ ら の ステ ッ プ に よっ て 決定 され る 遺伝 的 変異 は 、 任 意 の タイ プ 
の 突然 変異 、 例 えば 、 欠 失 、 挿 入 、 ミ スマ ッ チ 、 転 座 、 複 製 、 逆 位 、 ヘ テロ 接合 性 の 喪失 
: また は 多 型 、 例 えば 、 一 塩基 多 型 ( SNP ) で あり 得る : また は 差 次 的 発現 に よっ て 表 
され 得る 。 遺伝 的 変異 は また 、 愚者 組織 に お ける 人 発現 調節 要素 の 機能 に お ける 差異 か ら 生 
じ る 転写 産物 量 の 差 で あり 得る 。 

【0010 

本 方 法 は 、 遺伝 的 変異 、 例 えば 、 限 定 さ れる も の で は な い が 、 プ ロモ ー タ ー、 エ ン ハ ン 
サー、 サ イレ ン サ ー、 応 答 エ レ メ ン ト 、 ま た は RNA 上 の 調節 配列 、 例 えば 、5 '- も し 
< %3? -UTR( 非 翻訳 領域 ) 、 ま た は 任意 の 特徴 付け は られ て いな いい 調節 要素 を 含む 調 
節 領域 また は イン トロ ン の よう な 非 コ ー デ ィング 領域 に お ける 多 型 の 存在 を 決定 する の に 
特に 有用 で あり 得る 。 遺伝 的 変異 は また 、 非 コー ディ ング RNA、 例 えば 、 マ イク ロ RN 
A に お ける 変異 、 ま た は 後 成 的 変異 、 例 えば 、 遺 伝 子 構造 の 修飾 、 例 えば 、 メ チル 化 に お 
ける 変異 も 含み 得る 。 

【0011】 

この よう な 遺伝 的 変異 の 存在 を 決定 する た め に 、 選 択 さ れ た コン トロ ー ル 遺伝 子 構造 、 
例え ば 、 選択 さ れ た 遺伝 的 変異 の な い 遺 伝 子 構造 を 使用 する こと が で きる 。 特定 の 態様 で 
は 、 コ ント ロー ル 遺 伝 子 構造 は 、 正 常 組織 由来 の 遺伝 物質 に 含ま れ 得 、 好 まし く は 、 こ の 
よう な 正常 組織 は 、 コ ント ロー ル 被 験 体 、 例 えば 、 試 験 被験 体 の きょう だ いま た は 他 の 家 
族 に 由来 し 得る 。 コ ント ル 被 験 体 は 、 特 に 試験 被験 体 の 選択 され た 組織 の 組織 型 に 遺 
伝 的 変異 を 有 し 得 な い 。 さ ら な る 態様 で は 、 コ ント ロー ル 叫 伝 子 構造 は 、 遺伝 物 質 に 含ま 
れ 得 、 こ の 遺伝 物質 は 、 コ ント ロー ル 被 験 体 、 例 えば 、 遺伝 的 変異 を 有 し て いな い 対 象 の 
正常 な 体 細胞 の リプ ログ ラミ ング に よっ て 得 ら れる i PS 細胞 の 分 化 に よっ て 調製 され た 

選択 され た 正常 細胞 に 由来 する 。 好ましく は 、 選 択 さ れ た 正常 細胞 また は 正常 組織 は 、 
組織 特異 的 遺伝 子 構造 の 比較 の た め に 、 試 験 被験 体 の 選択 され た 組織 と 同じ 組織 型 と する 
こと が で きる 。 特定 の 態様 で は 、 コ ント ロー ル 被 験 体 は 、 試 験 被験 体 と 血縁 関係 に ある 家 
族 の 1 人 と する こと が で きる 。 

【0012】 

本 発明 の 方 法 お よび プ ま た は 組成 物 に 関連 し て 説明 され る 実施 形態 は 、 本 明細 書 に 開示 
され る 任意 の 他 の 方 法 ま た は 組成 物 に 利用 する こと が で きる 。 し た が っ て 、1 つの 方 法 ま 
た は 組成 物 に 関す る 一 実施 形態 は 、 本 発明 の 他 の 方 法 お よび 組成 物 に も 適用 する こと が で 
きる 。 

【0013】 
本 明細 書 で 使用 され る 場合 、 核 酸 に 関す る 用 語 「 コー ド す る 」 ま た は 「 コー ド し て いる 
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、 当 業者 が 本 発明 を 容易 に 理解 で きる よう に 使用 され る が 、 こ れ ら の 用 語 は それ ぞ れ 
含む 」 ま た は 「 含ん で いる 」 と 同義 的 に 使用 する こと が で きる 。 

014] 
明細 書 で 使用 され る 場合 、「 ある (a) 」 ま た は 「 あ る (an) 」 は 、1 つ 以 上 を 意 
得る 。 語 「 含む お 」 と 共に 請求 項 ( 複数 可 ) で 使用 され る 場合 、 語 「 ある (a ) 」 ま 
ある (an ) 」 は 、1 つま た は 2 つ 以 上 を 意味 し 得る 。 

015] 

求 項 に お ける 用 語 「 また は (or ) 」 の 使用 は 、 代 替 の み ま た は 代替 が 互い に 排他 的 
る と 明確 に 述べ られ て いな い 限 り 、「 お よび ンプ また は 」 を 意味 する が 、 本 開示 は 、 代 
みお よび 「 お よび ププ ま た は 」 を 指す 定義 も 支持 する 。 本 明細 書 で 使用 され る 場合 、「 
」 は 、 少なくとも 2 番目 以降 を 意味 する 。 

016] 

明細 書 の 全体 を 通じ て 、 用 語 「 約 」 は 、 あ る 値 が 、 そ の 値 を 決定 する た め に 用 いら れ 
バイ ス も し く は 方 法 に 固有 の 誤差 の ば ら つ き 、 ま た は 被 試験 物 中 に 存在 する ば ら つ き 
むこ と を 示す た め に 使用 され る 。 

発明 は 、 例 えば 以下 の 項目 を 提供 する 。 

H1) 

され た コン トロ ー ル 遺伝 子 構造 に 対す る 試験 被験 体 に お ける 組織 特異 的 な 遺伝 的 変異 
在 を 決定 する た め の 方 法 で あっ て 、 該 方 法 は : 

) 選択 され た 組織 の 分 化 細胞 の 遺伝 物質 を 得る ステ ッ プ で あっ て 、 該 細胞 が 、 該 被験 
体 細胞 の リプ ログ ラミ ング に よっ て 得 ら れ た 人 工 多 能 性 幹 (i PS) 細胞 の 分 化 に よ 
調製 され た も の で ある 、 ス テッ プ と 、 

) 該 分 化 細 胞 の 該 遺伝 物質 を 検査 し て 該 遺 伝 物質 の 1 つ 以 上 の 遺伝 子 構造 を 1 つ 以 上 
ント ロー ル 遺 伝 子 構造 と 比較 し 、 こ れ に より 該 被験 体 の 組織 の 細胞 に お ける この よう 
伝 的 変異 の 存在 を 決定 する ステ ッ プ と 、 を 含む 、 方 法 。 

2 ) 

試験 被験 体 が 、 遣 伝 的 異常 また は 遺伝 病 を 有する か 、 ま た は それ を 有する 疑い が ある 
目 1 に 記載 の 方 法 。 

目 3 ) 


な 


Lm 
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択 さ れ た 組織 が 、 網 膜 で ある 、 項 目 1( 
4 ) 
分 化 細胞 が 、 
目 5 ) 

分 化 細 胞 が 、 網 膜 色素 上 皮 ( RP 
目 6 ) 

検査 が 、RNA 配 列 決定 また は DNA 配 列 決定 を 含む 、 項 目 1 に 記載 の 方 法 。 
目 7 ) 


記載 の 方 法 。 


(x 


| Dé 


zx 


和 膜 神経 細胞 で ある 、 項 目 3 に 記載 の 方 法 。 


les! 


) 細胞 で ある 、 項目 3 に 記載 の 方 法 。 


検査 が 、 マ イク ロア レイ 分 析 を 利用 する 、 項 目 1 に 記載 の 方 法 。 

目 8 ) 

遺伝 物質 が 、RNA ま た は DNA を 含む 、 項 目 1 に 記載 の 方 法 。 

目 9 ) 

遺伝 子 構造 が 、 ヌ クレ オチ ド 配 列 を 含む 、 項 目 1 に 記載 の 方 法 。 

目 1 0 ) 

遺伝 子 構造 が 、RNA レ ベル また は タン パク 質 レ ベル に お ける 発現 プロ フィ ー ル に よ 


表 さ れる 、 項 目 1 に 記載 の 方 法 。 


目 1 1 ) 

遺伝 的 変異 が 多 型 で ある 、 項 目 1 に 記載 の 方 法 。 

目 1 2 ) 

遺伝 的 変異 が 、 一 塩基 多 型 変異 で ある 、 項 目 1 1 に 記載 の 方 法 。 
目 1 3 ) 
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( 5) JP 2016- 28609 A 2016. 3. 3 
前 記 遺 伝 的 変異 が 、 遺伝子 突然 変異 で ある 、 項 目 1 に 記載 の 方 法 。 
( 項目 1 4 ) 
前 記 遺 伝 的 変異 が 、RNA レ ベル また は タン パク 質 レ ベル に お ける 差 次 的 発現 に よっ て 表 
され る 、 項 目 1 に 記載 の 方 法 。 
(項目 1 5) 
前 記 遺 伝 的 変異 が 、1 つ 以 上 の コー ディ ング 配列 の 変異 で ある 、 項 目 1 に 記載 の 方 法 。 
(項目 1 6 ) 
前 記 遺 伝 的 変異 が 、1 つ 以 上 の 遺伝 子 調節 エレ メン ト の 変異 で ある 、 項 目 1 に 記載 の 方 法 
(項目 17 ) 
前 記 遺 伝 子 調節 エレ メン ト が 、 プ プロモーター、 エ ン ハ ン サ ー、 サ イレ ン サ ー、 ま た は 応答 
エレ メン ト で ある 、 項 目 1 6 に 記載 の 方 法 。 
( 項目 1 8) 
前 記 遺 伝 子 調節 エ ント が 、 マ イク ロ RNA で ある 、 項 目 1 6 に 記載 の 方 法 。 
(項目 1 9 ) 
前 記 遺 伝 的 変異 が 、 後 成 的 変異 で ある 、 項 目 1 に 記載 の 方 法 。 
( 項目 2 0) 

前 記 遺 伝 的 変異 が 、 前 記 遺 伝 子 構造 の メチ ル 化 に お ける 変異 で ある 、 項 目 1 9 に 記載 の 方 

法 。 

( 項目 2 1 ) 

前 記 コ ント ロー ル 遺 伝 子 構造 が 、 選 択 さ れ た 遺伝 的 変異 を 有 し て いな いこ と が 知ら れ て い 
る 遺伝子 構造 で ある 、 項 目 1 に 記載 の 方 法 。 

(項目 2 2 ) 

前 記 コ ント ロー ル 遺 伝 子 構造 が 、 常 組織 由来 遺伝 物質 に 含ま れ て いる 、 項 目 2 1 に 記載 
の 方 法 。 

(項目 2 3) 

前 記 コ ント ロー ル 門 伝 子 構造 が 、 遺伝 物 質 に 含ま れ 、 該 遺伝 物質 が 、 ント ロー ル 被 験 体 
の 正常 体 細胞 の リプ ログ ラミ ング に よっ て 得 ら れ た i PS 細胞 の 分 化 に よっ て 調製 され た 
、 選 択 さ れ た 正常 細胞 に 由来 する 、 項 目 1 に 記載 の 方 法 。 

( 項目 2 4 ) 

前 記 正 常 組 織 ま た は 前 記 選 択 さ れ た 正常 細胞 が 、 前 記 試 験 被験 体 の 選択 され た 組織 と 同じ 
組織 型 で ある 、 項 目 2 2 また は 2 3 に 記載 の 方 法 。 

(項目 2 5 ) 

前 記 コ ント ロー ル 遺 伝 子 構造 が 、 前 記 試 験 被験 体 の 親族 で ある コン トロ ー ル 被験 体 で ある 
、 項 目 1 に 記載 の 方 法 。 

(項目 2 6 ) 

前 記 コ ント ロー ル 被 験 体 が 、 前 記 試 験 被験 体 の きょう だ いで ある 、 項 目 2 5 に 記載 の 方 法 
[0017] 

本 発明 の 他 の 目的 、 特 徴 、 お よび 利点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説明 か ら 明 ら か に な る で あろ う 
。 し か し な が ら 、 詳 細 な 説明 お よび 特定 の 実施 例 は 、 本 発明 の 好ま し い 実 施 形 態 を 示し て 
いる が 、 こ の 詳細 な 説明 か ら 本 発明 の 趣旨 お よび 範囲 内 の 様々 な 変更 お よび 改良 が 当 業 者 
こ 明 ら か に な る た め 、 単 な る 例示 と し て 与え られ る こと を 理解 され た い 。 

[ 発明 を 実施 する た め の 形 態 】 
【0018】 
1I . は じ め に 


胞 型 の 遺伝 物質 を 検査 する こと に 


o 


本 的 な 役割 を 果たし 得る あら ゆる 核 物 質 


特定 の 実施 形態 に 


遺伝 物質 に は 、 細 


よる 本 開示 は 、 全 体 と し て 、 人 工 


I 


よっ て 組織 特異 的 な 遺伝 


胞 物質 、 細 胞 構造 、 お よび プ ま た は 細 


染色 体 、DNA、 


Z^ 


的 変異 を 決定 する 方 法 に 関す る 
NPD に の 
RNA な ど ) お よび 細胞 質物 
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質 ( 例え ば 、 ミ トコ SSRS タン パク 質 ) が 含ま れ 得 る 。 決定 され る 遺伝 的 変異 に は 、 
例え ば 、 遺伝 的 欠陥 また は 遺伝 子 多 型 が 含ま れ 得 る 。 
[0019] 


遺伝 的 に 受け 継が れる 疾患 また は 障害 を 引き 起こ し 得る 遺伝 的 欠陥 に は 、 遺 伝 子 構造 に 
お ける 異常 、 例 えば 、 遣 伝 子 の 欠 失 も し く は 欠陥 、 ま た は 染色 体 異 常 が 含ま れる 。 本 発明 
の 特定 の 態様 に よっ て 決定 され る これ ら の 遺伝 的 欠陥 は 、 遺 伝 病 の 診断 また は 治療 に 
も 利用 する こと が で きる 。 

[0020] 

特定 の 組織 型 ま た は 細胞 型 に お ける 遺伝 子 多 型 も また 、 本 方 法 の 特定 の 態様 に よっ て 決 
定 す る こと が で きる 。 例え ば 、 遺伝子 多 型 は 、 同 じ 遺 伝 子 座 に お ける 1 つ 以 上 の 対立 遺伝 
子 ま た は 遺伝 子 マ ー カ ー の 出現 を 指し 、 頻 度 の 低い 対立 遺伝 子 ま た は マー カー が 、 突 然 変 
異 の み に よ っ て 説明 で きる より も 頻繁 に 発生 し て いる 。 遺伝 子 多 型 に は 、 一 塩基 多 型 ( S 
NP) ; 制限 断片 長 多 型 ( RFLP) : コピ ー 数 多 型 : 転写 ほ また は 発現 に お ける 多 型 、 例 
えば 、RNA レ ベル 、 タ イミ ング 、 ま た は 組織 分 布 に お ける 変異 ,: イン トロ ン お よび 調節 
要素 、 例 えば 、 プ ロモ ー タ ー、 サ イレ ン サ ー、 エンハンサー、 応 答 エ レ メ ン ト 、 和 転写 因子 

非 翻 訳 領域 、 ま た は 非 コ ー デ ィング RNA を 含む 非 コ ー デ ィング 領域 に お ける 多 型 : M 
リ ヌ クレ オチ ド 反 復 多 型 、 例 えば 、CAG 反 復 な どの トリ ヌクレオチド 反復 の 数 、 動 力学 

お よび ノノ また は 分 布 : 後 成 的 状態 に お ける 多 型 、 例 えば 、 メ チル 化 状態 : 代謝 変化 、 成 
長 因子 ( 例え ば 、 イ ン OR 剤 、 治 療 手順 また は 処置 な ど に 対す る 
異な る 感受 性 : REEERE NTI ERX; 薬物 応答 、 代 謝 、 ま た は 毒性 な ね ど に お け 
る 変異 が 含ま れ 得 る 。 例え ば 、 o. 遺伝 的 欠陥 また は 保 因 状態 の 発生 と 
の 相関 作 に つい て の 疾患 の 診断 また は 予後 に 役立ち 得る 。 

【0021】 

特定 の 態様 で は 、 遺伝 物質 の 検査 に は 、 特定 の 細胞 型 の RNA の 発現 また は 配列 の 多 型 
の 決定 が 含ま れ 得る 。 細胞 特異 的 RNA の 特徴 付け は 、 た と え 完 全 な DNA ゲ ノム の 配列 
決定 また は 完全 な プロ テオ ミク ス の 配列 決定 さえ も 得 ら ちら れ な いと いう 情報 を 得る 際 に 有利 
で あり 得る 。 例え ば 、DNA 制 御領 域 に お ける 変異 の 機能 的 結果 が 未だ 十分 に は 解明 され 
て いな いた め 、 標 的 組織 型 ま た は 標的 細胞 型 の RNA の 分 析 ( 全 ト ラン スク リプ トー ム 分 
析 ) に より 、 配 列 決定 され た 全 ゲ ノム の 配列 に よっ て も 同定 する こと が で き な い 調節 要素 
また は 領域 に お ける 機能 的 な 変異 を 同定 する こと が で き 、 か つ 全 ゲノム の 配列 決定 に 
て も 得 ら れ な い 情 報 を 提供 する こと が で きる 。 特に 、 遺 伝 子 発現 レベ ル ( 例え ば 、 転 写 ) 
ik. 遺伝 的 変異 に 直接 関係 する 定量 的 指標 で あり 、 通 常 は 、 調 節 要 素 に お ける 多 型 を 表す 
こと が で きる 。 調 節 要 素 に お ける 多 型 また は 突然 変異 が 組織 特異 的 な 疾患 また は 異常 に 関 
連 す る 場合 は 、 多 型 ま た は 突然 変異 は 、 関 連 組 織 に お ける スプ ライ ス さ れ た 変異 体 の RN 
A 発 現 の レベ ル 、 局 在 化 、 タ イミ ング 、 ま た は 相対 レベ ル の 変化 に よっ て 表 さ れ 得 る 。 本 
発明 者 ら は 、 特 に 、 全 ゲノム DNA 配 列 を 必要 と する こと な く 特 定 の 細胞 型 に 関連 し た 遺 
伝 物 質 を 検査 する た め 、 特定 の 細胞 型 の RNA の 配列 決定 は 、DNA の 配列 決定 より も 格 
段 に 迅速 に 特定 の 変異 を 明らか に する こと も で きる 。 こ の 分 析 は 、 疾 患 状態 に 関連 し た 転 
写 の 相違 を 同定 する 可能 性 を 最大 に する た め に 、 和 栓 患 し て いな いき ょ うだ い に 対 する 対照 
比較 で 行う こと が 最良 で あろ う 
【0022】 

本 発明 は 、 遺伝子 操作 され た i PS 細胞 に 由来 する 分 化 細胞 の 移植 に よる 組織 特異 的 な 
疾患 の 処置 、 ま た は 組織 特異 的 も し く は 細胞 特異 的 な 遺伝 的 変異 の み の 診 断 の 序章 で あり 
得る 。 加え て 、 本 発明 の 特定 の 態様 は 、 本 発明 者 ら が 、 全 ゲノム また は 全 ト ラン スク リプ 
トー ム で は な く コ ント ロー ル の 発現 プロ フィ ー ル と 識 験 被験 体 の 発現 プロ フィ ー ル と の 間 
の 相違 に よっ て 表 さ れる 多 型 で 開始 で きる た め 、 特徴 付け られ て いな い 遺 伝 的 障害 の 遺伝 
的 原因 また は 遺伝 子 マ ー カ ー の 同定 の 複雑 さ を 格 段 に 低減 する 。 

[0023] 

I I. 遺伝 的 変異 お よび 遺伝 病 

特定 の 態様 は 、 遺伝 的 変異 の 存在 を 決定 する 方 法 を 提供 し 、 こ の 方 法 は 、 遺 伝 病 また は 


mul 
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遺伝 的 異常 の 診断 を 提供 する こと が で きる 。 遺伝 的 変異 は 、 個 々 の 間 の 表現 型 の 多様 性 の 
具体 化 に 重要 な 役割 を 果たし 得 、 根 本 的 な 機 痛 に は 、 タ ン パ ク 質 コー ディ ング 配列 を 変更 
a a a r a a 
に 影響 を 及ぼ す 調 人 節 配 列 に お ける 変化 が 含ま れ 得 る 。 遺伝 的 変異 は HI BIF $0 AU 
遺伝 子 型 の 存在 か ら 生じ 得 、 か つ 遺 伝 病 ま た は 遺伝 的 異常 に 関連 する 、 no oes 遺伝 
的 異常 に 和 羅 患 し や ゃ や すい 、 ま た は 遺伝 病 ま た は 遺伝 的 異常 の 根本 原因 で あり 


P 
[zu 


[0024] 

遺伝 病 は 、 生 殖 細 胞 系 列 変異 に よっ て 引き 起こ さ af 生殖 細胞 系 列 変異 は 、 広 範囲 な 
組織 に 存在 する に も か か わら ず 組 織 特異 的 な 病状 また は 調節 要素 の 機能 の 異常 を 頻繁 に も 
た らし 、 組 織 特異 的 な 表現 型 も 有 し 得る 。 

[0025] 


A. 遺伝 的 変異 

遺伝 的 変異 は 、 特 定 の 組織 型 ま た は 細胞 型 に お ける 遺伝 子 発現 に 影響 を 及ぼ し 得る 。 本 
方 法 の 特定 の 態様 で は 、 組 織 特異 的 また は 細胞 特異 的 な 発現 を 遺伝 子 構造 に 関連 付け る こ 
と に より 、 遺 伝 的 変異 を 同定 また は 決定 する こと が で きる 。 例え ば 、 xixüMzsiik.-— 
塩基 多 型 ( SNP ) な どの 多 型 が 含ま れ 得 、S NP は 、 ゲ ノム (また は 他 の 共有 配列 ) に 
お ける A、T、C、 ま た は G の 1 つの ヌクレオチド が ある 種 の 族 間 ( また は 個体 に お ける 
対 合 染色 体 間 ) で 異な る と き に 生じ る DNA 配 列 の 変異 で ある 。 2 倍 体 の 配列 の 分 析 に よ 
り 、 非 S NP 変 異 は 、 単 二 ヌ クレ オチ ド の 多様 性 より も ヒト 遺伝 的 変異 の 割合 の 方 が は る 
か に 多い こと が 分 か っ た 。 こ の 非 SNP 変 異 は 、 コ ピー 数 の 変異 を 含み 、 欠 失 、 逆 位 、 挿 
入 、 お よび 複製 か ら 生 じ 得 る 。 コ ピー 数 に 関し て は 、 型 的 に は 、 血縁 の な い 者 の ゲノム 
DHO. 4% が 異な る と 推定 され る 。 

[0026] 

a ゲノム の 非 コ ー デ ィング 領域 中 に あり 得 、 そ の 他 、 例 えば 、 調 人 節 領域 も 
し く は 要素 に お ける 多 型 、 ji d cc 
変異 体 は コー ディ ング 領域 中 に 存在 し 得る 。 

[0027] 

遺伝 的 変異 に は 、 タ ン パ ク 質 コー ディ ング 配列 の 変更 に よっ て シス で 、 ま た は RNA の 
ベル で 作用 し て : 転写 ( 節 部 位 ま た は 調節 要素 の 構造 を 介し た 活性 化 ま た は 阻害 ) 、 
RNA プ ロ セ シン グ 、mRNA 前 駆 体 の スプ ライ シン グ 、 エ キソ ン ・ ス プラ イシ ング ・ 
ン ハ ン サ ー(ESE) 、 エ キソ ンス キッ ピン グ 、mRNA 安 定性 、mRNA 輸 送 、 ま た 
調節 RNA に 影響 を 及ぼ す 、 遺 伝 子 調節 多 型 が 含ま れ 得 る 。 後 成 的 変異 は 、 あ る 程度 ま 
調節 多 型 を 模 條 し 得る (Johnson ら 、2005) 。 

0028] 

調節 領域 また は 調節 要素 に お ける 多 型 は 、 ヒト に お ける 表現 型 変異 に 寄与 する 重要 な 効 
ol つ で あり 得る た め 、 一 部 が 遺伝 的 障害 に 関連 し 得る ヒト 表現 型 の 変異 の 分 子 分 析 に 
と っ て 重要 で ある 。 

[0029] 

BA dE. 調節 多 型 が 、 15 WEGE YE Wu CEREQLON CO D [Hp A oO WEAR XO DEAL ORE DE R 
i a UE uu. IL MET 
限定 され る も の で は な い が 、1 型 糖尿 病 に お ける 、 イ ンス リン を コー ド す る I NS の 可変 
数 縦列 反復 ( すなわち 、VNTR) に お ける 変異 : 自己 免疫 疾患 に お ける 、 細 胞 障害 性 T 
リン パ 球 抗原 を コー ド す る CTLA4 の 多 型 : マラ リア に お ける ダフ ィ 結 合 タ ン パ ク 質 の 
多 型 : HI V- 1 感染 に お ける 、 ケ モカ イン 受容 体 5 を コー ド する CCR5 の 多 型 が 含ま 
Que Un a タン パク 質 チ ロ シ ン ホス ファ ター ゼ 受 容体 C 型 を コー ド する P 


fi 


BN 
ub 
E 
bout 
Em 


d 


mi 


pun 


TPRC に お ける スプ ライ シン グ 、 お よび 因子 XI I を コー ド す る F112 に お ける 転写 効 
NR AR NT DUE mA 
[0030] 


B. 遺伝 的 障害 
遺伝 病 ( す な わ ち 、 遺 伝 的 障害 ) は 、 遺 伝 子 も し く は 染色 体 に お ける 、 ま た は 遺伝 子 調 
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節 エ レ メ ン ト に 


。 一 部 の 疾患 、 
き 起 こさ 
を 付与 する 。 
有する 。 ヒ 
E99 edid 

遺伝 病 の 範囲 


で は 、 


療 機 関 で 見 られ 得る 。 簡単 に 


お ける 異常 
お ける 小さ な 変異 か ら 、 


に よっ 


の 劣 性 


遺伝 


1 倍 体 細胞 は 


体 細胞 は 、2 


xh ^A 


時 
影 Em 


88). 
を 有 し 、4. 


W 


HOO. 
6 % が 多 因 子 性 
遺伝 の 明らか な 遺伝 的 異常 を 有 し 、 
1 つの 突然 変異 遺伝 子 の 結果 で ある 。 


。 単 一 遺伝 子 障害 は 、 


起こ され る 4 , 


を 与え る 。 道 伝 的 障害 の 集団 


(8) 


て 引き 起こ され 


つ に は 遺伝 的 障 
子 障害 は 、 特 定 


1 組 の 染色 体 の み を 有する 。 


倍 体 で あり 、 配 


る と 、 


調査 に 基づき 、 


4 % が 単 一 遺伝 子 ( メ ン デ ル ) 障害 


状態 を 


くつ か の 方 法 で 以降 の 世代 に 受け 


ング お よび 片方 の 親 の 2 染色 体 が 、 
体 連鎖 型 の 区 別 は 
づい て の み 区 別 さ れる か ら で あ る ) 、 


(Et 


軟骨 形成 不全 は 


も OFI, MEERE O ik 


i EK rfi 
対す る 免疫 が 
[0032] 
個人 が 常 染 
ある 。 


高く 、 


TE RA UL 7-8 


— 


| 厳格 」 で あ 


型 的 に は 優 


関連 


色 体 優性 障害 に 比 軒 す る に 
々 人 は 、 


通常 は 、 


有する こと が 
0 。 3 %5 が 、 


0 0 0 を 超え る ヒト 疾患 が 存在 す 


継が れ 得 る 。 し 
遺伝 パタ ー ン 


る が ( な ぜ な ら 、 


劣 性 


型 と B 
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る 病気 で ある 。 異常 


金 各色 休ま た は 梨 色 体 組 の 追加 また は 減少 まで の 人 
例え ば 、 癌 は 、1 
れる 。 あ る 種 


害 が 原因 
の 環境 に 


で あり 、 環 
お いて へ ヘ へ テ 


2 5 歳 の 年 齢 で は ( 


明らか で ある 。 No 
本 来 は 遺伝 で は な い 
単 一 遺伝 
る と 推定 され る 。 単 
か し な が ら 、 ゲ ノ 
に 影響 
後者 の 型 は 、 遺 伝 
性 型 の 区 別 は 「 厳格 


ノル : 


性 障害 と 見 な さ 


へ ヘテロ 


優性 状態 と 呼ぶ 


Tw$ m. CHE X 


接合 保 因 者 は 、 早 期 
Gun UNIT Ard 


2 借 体 細胞 は 
偶 子 は 1 倍 体 で ある 。 


を 有 し 、0. 


を 及ぼ し 得る 。 


は 、1 つの 遺伝 子 に 
囲 で あり 得る 
境 因 子 に よっ て も 引 
ロロ 接合 状態 に 優位 性 
. 2 組 の 染色 体 を 


i. AAGEJRK C 6 0 C557. TEI&U C Sllix. STIBQJI Y ^COIE 
遺伝 子 の 青 写真 は 、 受 胎 の 瞬間 か ら 死 まで 健康 に 


Bai rd ら 、1 9 
2 % が 和 染色体 異 常 
0. 1 % は 、 未 知 の 
先天 的 問題 を 有する 
子 欠陥 に よっ て 引き 
遺伝 子 障害 は 、 い 
ッ ク イ ンプ リン ティ 
常 染 色 体 型 と XX 染 
子 の 染色 体位 置 に 基 
」 で は な い 。 例え ば 

全 の 2 つの 遺伝 子 を 


因 者 と 見 な され 得る いく つか の 骨格 障害 を 有する 。 鎌 状 赤 
は 、 劣性 状態 と も 見 な され る が 、 
これ は 、 


幼児 期 に マラ リア に 


は 、 RN a 
EBLTOZI 人 の 親 を 有する 。 子 供 


突然 変異 遺 


伝 子 を 受け 継ぐ 可能 性 は 5 0 % で ある 。 常 染色 体 優性 で ある 状態 は i cm が 
多い 、 す な わ ち 、1 つの 突然 変異 コピ ー の み が 必 要 で ある が 、 こ の 突然 変異 を 受け 継い だ 
者 の 一 部 し か 疾患 を 発症 し な い 。 こ の タイ プ の 障害 の 例 と し て 、 ハ ンチ ント ン 病 、 神 経 線 
維 腫 症 1 型 、 マ ルフ ァ ン 症候 群 、 遺 伝 性 非 ポ リー プ 性 結腸 直腸 癌 、 お よび 高 浸 透 度 常 染 色 
体 優性 障害 で ある 遺伝 性 多発 性 外 骨 腫 症 が 挙げ られ る 。 先天 性 欠損 症 は 、 先 天 異 常 と も 呼 
ば れる 。 

[0033] 

ADH XS (AR S EREET, EBTO2 つの コピ ー が 突然 変異 し な けれ ば 

な ら な い 。 槍 吊 し た 個人 は 、 通 常 は 、 それぞれ が 突然 変異 遺伝 子 の 1 つの コピ ー を 有する 


WÉRERUCCUXVvgue X 


コピ ー を 有する 2 C QI EE 
確率 は 2 5 % で ある 。 


者 と 呼ば れる ) を 有する 。 それぞれ が 突 


な い 両 親 は 、 妊 
"の 障害 の 例 と し 


然 
ROR, MEHE 


変異 遺伝 子 の 1 つの 
思 し た 子供 を 有する 


"C. SE Ja VE RUE RE. 


状 血 球 症 (部 分 鎌 


状 血球 症 も ) 、 テ イ ・ サ ックス 病 、 ニ ー マ ン ・ ピ ッ ク 病 、 脊髄 性 筋 姜 縮 症 、 お よび 乾燥 型 
耳 垢 (「 ラ イス ブラ ンド (ri ce- brand) 」 と し て も 知ら れ て いる ) が 挙げ られ 
る 。 
[0034] 
X xE SH UE E ES EE. X WS (dk EO3XRTISUSO*NZzSILkocsxmE-xnm,2 
3 の 障害 の み が こ の 遺 令 パタ ー ン を 有 し 、 最 た る 例 は 、X 連 鎖 低 リン 酸 塩 血 症 性 くる 病 
で ある 。 男性 も 女性 も これ ら の 障害 に 権 思 す る が 、 男 性 は 、 典 型 的 に は 、 女 性 より も 重度 
(ORERAC $5. 一 部 の XX 連鎖 優性 状態 、 例 えば 、 レ ッ ト 症候 郡 、2 型 色素 失調 症 、 お よび エ 
カル ディ 症候 群 は 、 通 常 は 、 男 性 は 子宮 内 で 、 ま た は 生後 まもなく 死亡 する た め 、 主 に 女 
性 に 見 られ る 。 こ の 知見 の 例外 と し て 、 極 端 に 稀 な 症例 で ある が 、 ク ライ ン フ ェ ル ター 症 
候 群 ( 47 、XXY) の 少年 が 、X 連 鎖 優 性 状態 も 受け 継ぎ 、 疾 患 の 重症 度 の 点 で 女性 の 


症状 に 類似 し た 症状 を 示す 。X ぅ 


連鎖 優性 障害 が 遺 


伝 する 確率 は 、 男 性 


と 女性 で 異な る 。 X 
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Ar 


xk gH BE VE BE E OD US EOD RAT. TWEHRU ZO 2:10 父親 の Y 染 色 体 を 受け 取る た め ) . WOK 
i. FATOR? ZIS. X MEEROKEN, EROE, HERRUComuvl 
児 を 宿す 確率 は 5 0 % で ある が 、 色 素 失 調 症 な どの 症例 で は 、 女 性 子孫 の み が 、 通常 は 3 
存 可 能 で ある こと を 留意 され た い 。 加 えて 、 こ れ ら の 状態 は 、 本 質 的 に 受胎 能 を 変更 し な 
い が 、 レ ッ ト 症候 郡 ま た は エ カ ル ディ 症候 群 の 個体 は 、 稀 に し か 生殖 し な い 。 
【0035】 

メ 連 鎖 劣性 障害 も 、 又 染色体 上 の 遺伝 子 に お ける 突然 変異 に よっ て 引き 起こ され る 。 男 
性 は 、 女 性 より も 頻繁 に 航 軸 し 、 こ の 障害 が 遺伝 する 確率 は 、 男 性 と 女性 で 異な る 。XX 連 
$H 5 VE BE EO S UEOJ-YgE. WEET, KORIZ, 突然 変 異 遺伝 子 の 1 つの コピ ー を 有 す 
る 。 XX 連鎖 劣性 障害 (XRXr ) の 保 因 者 で ある 女性 は 、 容 加 し た 息子 を も つ 可 能 性 が 5 
0 % で あり 、 突然 変 異 し た 遺伝 子 の 1 つの コピ ー を 有する 、 し た が っ て 保 因 者 で ある 娘 を 
も つ 可 能 性 が 5 0 % で ある 。 こ の タイ プ の 障害 の 例 と し て 、 血 友 病 へ 人 、 デ ュ シ ェ ン ヌ 型 筋 
ジス トロ フィ ー、 赤 緑色 覚 異 常 、 筋 ジス トロ フィ ー、 お よび アン ドロ ゲン 性 脱毛 症 が 挙げ 
られ る 。 

[0036] 


nr 


HT 


Y 連 鎖 障 害 は 、Y 染 色 体 上 の 突然 変異 に よっ て 引き 起こ され る 。 男性 
色 体 を 受け 継ぐ た め 、 租 患 し て いる 父親 の 息子 は 、 必 ず 租 患 す る 。 女性 は 、 父 親 か ら X 染 
色 体 を 受け 継ぐ た め 、 栓 軸 し て いる 父親 の 娘 は 、 MEOS AT RERAU RU. Y et& (i. Hd 
小さ く 殆 ど 遺 伝 子 を 含ん で いな いた め 、Y 連 鎖 障 害 は 非常 に 少な い 。 症状 に は 、 不 妊 症 が 
含ま れる 場合 が 多く 、 こ れ は 、 あ る 種 の 不妊 処置 に より 回 避 す る こと が で きる 。 例 と し て 
男性 不妊 症 お よび 耳 糞 多毛 症 が 挙げ られ る 。 
[0037] 

遺伝 的 障害 は また 、 和 複合 性 、 多 因 性 、 ま た は 多 遺 伝 子 性 で あり 得る 、 す な わ ち 、 遺 伝 的 
障害 は 、 複 数 の 遺伝 子 の 影響 と 生活 様式 お よび 環境 因子 の 組み 合わ せ に 関連 する 可能 性 が 
高い 。 多 因 性 障害 に は 、 心 疾患 お よび 糖尿 病 が 含ま れる 。 複合 障害 は 、 家 族 内 で 複数 発 3 
する 場合 が 多い が 、 複合 障害 は 、 明 確 な 遺伝 パタ ー ン が ある わけ で は な い 。 こ れ に より 、 
個人 が これ ら の 障害 を 受け 継ぐ 、 ま た は 次 世代 に 伝え る リス ク を 決定 する の が 困難 で ある 
。 復 合 障害 は また 、 こ れ ら の 殆ど の 障害 を 引き 起こ す 特 定 の 因子 が 未だ 同定 され て いな い 
た め 、 研 究 お よび 処置 も 困難 で ある 。 
[0038] 

C . 遺伝 的 障害 また は 遺伝 的 異常 の 考察 

こり 得る 遺伝 的 障害 を 新生 児 ま た は 子供 の 鑑別 診断 に 加え る 考察 を 同様 に 成人 に 適用 
する 。 こ の 障害 は 、 遺伝 性 か また は 後天 性 で ある か ? 遺伝 要素 は 環境 要素 に 対し て どの 程 
度 有 意 で ある か ? どん な 遺伝 パタ ー ン で ある か ? 吊 者 の 他 の 家族 が 、 現 在 航 思 し て いる か 
また は 将来 航 加 する 可能 性 が ある か ? ど の よう に 診断 を 確定 する こと が で きる か ? 遺伝 
子 診 断 を 示唆 する 2 、3 の 鍵 が 存在 する 。 家族 歴 は 、 遺 伝 的 障害 を 暗示 し 得る 。 大 多数 の 
成人 発症 の 障害 は 、 本 来 、 優 性 で ある 。 すなわち 、 遺 伝 子 対 の 一 方 の み に お ける 突然 変異 
23. 遺伝 的 問題 を 引き 起こ す た め に 必要 で ある (これ は 、 対 の 両方 の 遺伝 子 が 突然 変異 を 
有 し て いな けれ ば な ら な い 劣 性 遺伝 とこ は 対 照 的 で ある ) 。 優性 の 遺伝 的 障害 は 、 家 族 歴 を 
形成 する 可能 性 が 非常 に 高い が 、 劣 性 障害 は 異な る 。 残念 な が ら 、 あ る 種 の 優性 状態 は 、 
新た な 突然 変異 率 が 高い た め 、 MEL, 家族 の 最初 の 症例 で ある 場合 も 十分 に あり 得る 。 
別 法 で は 、 陽 性 家族 歴 は 、 誰 らく 家族 の 規模 が 小さ いた め 、 ま た は 家族 が 分 散 し て いる た 
め 、 以 前 は 評価 され て いな か っ た で あろ う 。 遺伝 子 突然 変異 を 有する 家族 が 、 サ イン お よ 
び 症 状 を 示す 前 に 死亡 する こと も あっ た で あろ う 。 ま た は 、 遺 伝 子 診 断 が 、 租 患 し た 親族 
の 存在 に も か か わら ず 、 以 前 は 一 切 考慮 され な か っ た で あろ う 。 
[0039] 

家系 図 分 析 は 、 不 完全 浸透 度 お よび 可変 表現 度 の 現象 に よっ て 複雑 で あり 得る (Har 
per 、1998 ) 。 不 完全 浸透 度 は 、 一 部 の 個体 が 、 遺 伝 子 突然 変異 を 有 し 得る が サイ 
ン お よび 症状 を 一 切 示 さ な い こと を 意味 する 。 可変 表現 度 は 、 家 族 の 槍 思 し て いる 全員 が 
同じ 突然 変異 を 有する が 、 彼 ら が 同一 の 徴候 を 有 し て いな く て も 良い こと を 意味 する 。 発 
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症 度 は 、 極 め て 多様 で あり 得る 。 


lml 
Iu 


症 年 齢 お よび 状態 の 
[0040] 
疾患 が 、 


通常 予期 され る より も 大 幅 に 若い 年 齢 で 発生 する 場合 は 、 可 能 性 の ある 遺 
素因 を 示唆 する 。 例え ば 、2 5 歳 の 乳癌 は 、 非 常に 稀 で ある (Langston ら 、 
9 6 ) 。 近親 親族 に 乳癌 と 卵巣 癌 の 両方 の 病歴 が ある と 、 こ れ は 、 実 質 的 に 、BRC 
伝 子 に 対す る 突然 変異 の 診断 で ある (Haber、1999) 。 

[0041 ] 

医師 は 、3 つの 別 の 状況 : 


的 
9 


Ni 
IH 


B 会 
1 
A 


多 


系 統 が 関与 する 場合 ( 例え ば 、 ア ルポ ー ト 症候 群 に 関連 
た 難聴 お よび 腎炎 (F1 int er、1977)) 、 多 発 性 症状 の 場合 
大 腸 ポ リー プ 症 の 結腸 診断 に お ける 複数 の ポリ ー プ ( Midgley お よび 
9 9 9 ) 、 ま た は 異常 な 現象 の 組み 合わ せ の 場合 ( 例え ば 、 早 発 型 骨 粗 緩 症 
聴 は 、 骨 形成 不全 症 を 示唆 し 得る (Byers お よび Steiner、1 9 
支 的 原因 を 考慮 すべ き で ある 。 

042] 
. 遺伝 性 眼 障害 
特に 、 本 方 法 を 用 いて 、 


る 遺 
[ 0 
D 


i PS 細胞 か ら 分 化し た 特定 の 網膜 細胞 型 に お ける 遺伝 的 変異 


また は 新規 な 遺伝 的 欠陥 を 同定 する こと が で き 、 


ば 、 網 膜 色素 変 
[0043] 
網膜 色素 変性 


症 が 、 一 般 に 


性 症 の 患者 また 


症 ( RP) は 、 
視野 狭 容 の 数 年 


は 網膜 色素 変性 


症 が KE 


遺伝 性 眼 障害 の 一 群 で ある 。 
また は 数 十 年 も 前 に 発生 する 。 


この i PS 細胞 は 、 遺 伝 性 


RP の 症状 の 進 
RP の 多く の 


眼 障 害 
征 わ れる 者 に 由来 し 得る 。 


"au 


例え 


で は 、 夜 盲 
4 0 


代 ま た は 5 0 代 ま で は 法律 上 失明 する こと は な く 、 生 涯 に わた っ て 一 定 の 視野 を 維持 する 


。RP に より 完全 

ある 。 RP の 進 
[0044] 
R P は 、 


一 种 


常 ま た は 網膜 色素 上 皮 ( RPE) が 進行 性 の 視力 低下 を も た ら す 遺 


る 。 NKENEULUCv 


辺 視野 が 減少 し (視野 狭 索 と し て 知ら れ て いる ) 、 


低下 する 。 
【0045】 
NNN 
に お ける 進行 性 
され る 。 


[0046] 
突然 変異 する 
9 89 年 に 、 


子 に お いて 、 す 
Ee 
VU 
dM cot 
て いる 。 

[0047] 


4 つの mRNA 前 駆 体 スプ ライ シン グ 


変性 症 を 引き 
3 1 、 お よび P 
欠陥 が な ぜ 網 膜 
[0048] 


全 【 


NN 
は 、 症 例 こ 


の 進行 性 網膜 ジ 


る 個体 は 、 ま ず 、 


症 の 診断 は 
喪失 の 


と 網膜 色素 変性 


低 光 量 条 件 で も 視覚 を 可能 に 
割 を 果たす 色素 で ある ロ ド プ シン の 遺伝 子 の 突然 変異 が 同定 され た 。 
占め る 1 0 0 を 超え る 突然 変異 が 見 出さ 
大 部 分 が 優性 遺 
パク 質 を コー ド す る 。 研究 に より 、 
RP の 常 染色 体 優性 型 の 約 2 5 % を 占め る こと が 分 か っ 


sA TORMO B Hi 


突然 変異 の 殆ど は 


遺伝 子 は 、 光 受 容体 外側 セグ メン 
5 ける 突然 変異 が 、 


起こ すこ と が 知ら れ て いる 。 


AP 1] で ある 。 
の 疾患 の み を 引き 


網膜 電 
証拠 資料 に 
少な く と も 35 種類 の 遺 
た は より 広範 な 症候 群 の 一 部 の 結 


場合 に 
こ 異 な る 。 


スト ロフ ィ ー、 網膜 の 光 受 容体 ( 


不 完全 な 暗 順 応 ま た は 夜 盲 症 
そし て 時 に 


Dd 


随 存 し て いる 。RP の 遺 
伝 子 ま た は 遺伝 子 座 が 、 
果 で は な い RP) を 引き 


症 の 表現 型 を 引き 起こ し 得る 複数 


する 視覚 伝達 カス ケー 


変性 の 1 5 % を 
ミス セン ス 変 異 で あり 、 
ト の 主要 タン 


これ ら は 、 
これ ら の 因子 は 、 遍 在 的 に 発現 さ 
起こ す の か は 未だ に 謎 で ある 。 


[zi 
Ja 


図 検査 (ERG) お よび 視野 検査 


の 遺 
R 


因子 に お ける 突然 変異 は 、 
PRPF3, 
T, 


よっ て は 早く も 幼児 期 に 失明 


区 性 の 障害 


す 


の 一 


( BH) SRU, 
は 疾患 の 後期 に 


C 別 


る こと も 


*K3d0 HII) OR 


BEC db 
次 いで 周 
心 視力 が 


に よる 光 受 容体 機能 
伝 様式 は 、 家 族 歴 に よっ て 決定 
[ 非 症 候 性 RP」 
起こ すこ と が 知ら れ て いる 


の 疾患 ま 


貴 伝 子 が 存在 する 。 1 
に お いて 最も 重要 な 役 


それ 以 


常 染色 体 優 


来 ra 
N 


tu 


VE 


この 遺伝 


る 。 ロ ド 


網膜 色素 


PRPF 
普遍 的 


8 、 


因子 に 


PRPF 
お ける 


20 


30 


40 


50 


(11) 


この タン パク 質 の 円 板 内 ドメイン 
初 に 報告 され て 以来 、 今 日 まで に こ 関 連 し た オプ シン 遺 
oco uoc S 
ン パ ク 質 の 3 つの ドメイン (円 板 内 ドメイン 
SN ON PC 
uod A EIR 
が ヒス チ ジ ン に 置換 され た 、 ロ ド プ シン 遺伝 子 に E 
は 、 ロ ド プシ ン 突 然 変異 で 最大 の 割合 で ある こと が 分 か っ た 

同様 に 疾患 に 関連 する 他 の 突然 変異 も 報告 され て いる 。 こ 
5 8 Ar g 、Pro347Leu、Pro3478er、 な 
も 含ま れる 。 2 0 0 0 年 に e DM cura Es 
ニン に 置換 され た 、 コ ドン 2 
r a uu ro c 
や か で ある こと を 示し た 。 さ ら に 、 よ り 人 優勢 な Pr o2 3H 


に E. x Pro23Hi 


検査 の 振幅 で より 多く 保存 され て いる 

[0049] 

III. 分 子 診断 

新た な 分 子 診断 検査 が 開発 され 、 利 用 可能 な 検査 の 範囲 が 
的 障害 の 大 部 分 は 、 未 同定 の 遺伝 的 根拠 を も つ 遺 伝 子 検査 が 


の 特定 の 態様 は 
型 の 正常 細胞 と の 間 の 発現 プロ フィ ー ル に 
伝 子 構造 に お ける 
[0050] 
遺伝 子 検査 は 、 遺 伝 性 障害 に 関連 する 変化 を 検出 する た め 
体 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は 特定 の 代謝 産物 の 分 析 で ある 。 こ 


貫通 ドメイン 


に お ける 珍し い 突 然 変異 が 報 


JP 2016- 28609 A 2016. 3. 3 


s 突然 変異 が 199 0 年 に 
伝 子 に お ける 最大 1 5 0 の 
dn ape Mu A 
お よび 細胞 質 ド メイ ン ) 
这 全 生化 学 的 原因 办 1 >k, 
に 関与 し て いる 。 プロリン 
vu ART 
。 いく つか の 他 の 研究 に より 
れ ら の 突然 変異 に は 、Thr 
ら び に 1I 1 e-255 の 欠 和 失 
引き 起こ す 、 プ ロリ ン が アラ 
告 さ れ た 。 し か し な が ら 、 こ 
症状 お よび 経過 が 特徴 的 に 穏 
i s 突然 変異 より も 網膜 電 了 上 


"T 


急速 に 
未 だ 


増加 し て いる が 、 遺伝 
に 不足 し て いる 。 本 方 法 


試験 被験 体 に 由来 する 細胞 と 正常 細胞 、 例 えば 、 同 じ 細 胞 型 ま た は 組織 
よっ て 表す こと が で き 
相違 の 組織 特異 的 また は 細胞 特異 的 な 分 析 を 提 人 


る 、 ゲ ノム 構造 を 含む 遺 
する 。 


の ヒト DNA、RNA、 染 色 


れ は 、 遺伝 子 を 構成 する DNA 


また は RNA の 直接 検査 (直接 検査 ) 、 病 原 道 伝 子 と 共に 遺 


伝 す る マー カー の 検査 ( 関連 


検査 ) 、 特 定 の 代謝 産物 の アッ セイ ( 生化 学 的 検査 ) 、 ま た は 染色 体 の 検査 ( 細胞 遺伝 学 
的 検査 ) に よっ て 達成 する こと が で きる 。 遺伝 子 検査 は 、 遺 伝 病 を 示唆 する サイ ン ま た は 
症状 を 用 いて 患者 の 診断 を 確定 する 最適 な 方 法 で ある 場合 が 多い 。 選択 され る 技術 は 、 了 臨 
床上 の 問題 お よび 利用 可能 な 検査 の 予測 値 の 両方 に 依存 する 。 

【0051】 

A. RNA 配 列 決定 

RNA は 、 細 胞 中 で 不安 定 で あり 、 経験 的 に ヌ ク レ ア ー m ros RNA 
は DNA の 転写 に よっ て 産生 され る た め 、 情報 は 、 細 胞 の DNA 中 に 既に 存在 する 。 し か 
し な が ら 、 時 に は 、RNA 分 子 の 配列 決定 を する の が 望ま し い 。 特に pu i 


NA 分 子 は 、 イ ント ロン dd NR その DNA 鋳 型 
o RNA を 配列 決定 する た め に 、 常 の 方 法 で は 、 ま ず す サン 
Ea a e IL 
[0052] 

マイ クロ アレ イ 技 術 お よび 様々 な 多重 増幅 法 に より 、RN 
よび 将来 の ポイ ント ・ オ ブ ・ ケ ア 検 査 (p oint-of - 
人 
ー ル に お ける 遺伝 的 欠陥 の 検出 が 、 よ り 高 v 
NA を ベー ス と し た 検出 法 よ り も 多く の 情報 を 診断 プロ セス 
の 標的 と し て タン パク 人 質 を 使用 する 大 き な 課 題 は 、 低 い 感 受 
あっ た 。 し か し な が ら 、 ル ー チ ン の 診断 の 標的 と し て の DN 
し て の DNA と 比較 し て 同等 以上 の 感受 性 、 再 現 性 、 お よび 
人 節 、 ま た は プロ セス の 情報 を 提供 し 得る 。1 0 年 以上 を か 
お よび 安定 化 の 新規 な 方 法 が 、 ル ー チ ン の 診断 用 に 開発 さ 
お よび 薬物 の 開発 用 の マー カー と し て 非常 に 適する よう 


mul 


に な 


博 度 お よび 客観 性 


と 必ず し も 同じ 直線 状 に な い 
プル を 逆転 写し て DNA 断片 
こと が で きる 。 


A が 、 ル ー チ ン の 分 
care testing) 
また は 障害 の RNA プ ロフ イィ 
を も た ら す こと が あり 、D 
に 提供 する 。 ル ー チ ン の 診 隊 
性 、 再 現 性 、 お よび 特異 性 で 
A で は な く RNA は 、 標 的 と 
特異 性 に 加え て 、 了 臨床 活性 
け て 、mRNA の 単 離 、 精製 
れ 、RNA が 、 新 た な 診断 法 
つた 。 


子 診断 お 
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[0053] 

分 子 診断 また は 遺伝 子 機能 に 適し た 4 つの 側面 は 、RNA 発 現 の レベ ル 、RNA 発 現 の 
pad NE do m Md お よび RNA の 一 次 配列 で ある 。 標的 組織 また は 
標的 細胞 に お ける RNA を 本 発明 の 特定 の 態様 で 単に 検査 する こと に より 、 特定 の 欠陥 の 
同定 が 、 全 ゲノム 配列 を 有する より も 格段 に 容易 で ある 。 な ぜ な ら 、DNA 制 御領 域 に お 
ける 変化 の 機能 的 結果 が 未だ に 解明 され て いな いた めで ある 。 し か し な が ら 、 こ の よう な 
差異 は 、RNA の レベ ル 、 タ イミ ング 、 ま た は 組織 の 分 布 に 影響 を 及ぼす で あろ う 。 
【0054】 

特定 の 態様 で は 、RNA 配 列 決定 を 用 いて 、i PS 細胞 に 由来 する 特定 の 細胞 型 に お け 
る 遺伝 的 欠陥 を 同定 する こと が で きる 。RNA-Seq は 、 全 ト ラン スク リプ ト 一 ムシ 
ョ ッ ト ガ ン 配 列 決定 」(「 WTSS」) お よび 「 ト ラン スク リプ トミ クス の 草 命 的 ツー ル 
」 と も 呼ば れ 、 サ ンプ ル の RNA 含 量 に つい て の 情報 を 得る た め に cDNA を 配列 決定 す 
る ハイ スル ー プ ッ ト 配 列 決定 技術 の 使用 を 指し 、 遺 伝 病 の 研究 で すぐ に 有益 と な る 技術 で 
ある (Denoeud ら 、2008)。 商 世代 配列 決定 器具 に よっ て 提供 され る 深い 範囲 
か つ 基 準 レ ベル の 分 解 能 に より 、RNA- Seq は 、 ト ラン スク リプ トー ム デ ー タ を 経験 
的 に 測定 し て 、 遺伝子 の 異な る 対立 遺伝 子 が どの よう に 発現 され る か 、 転 写 後 突然 変 異 の 
検出 、 ま た は 遺伝 子 融合 の 同定 な どの 情報 を 得る 効率 的 な 方 法 を 提供 する 。 

【0055】 

B. マイ クロ アレ イ 

DNA マ イク ロア レイ は 、 分 子 生物 学 お よび 医学 の 分 野 で 使用 され る 多重 技術 で ある 。 
DNA マ イク ロア レイ は 、 そ れ ぞ れ が 特定 の DNA 配 列 を ピコ モル 含む 、 機能 構 造 と 呼ば 
れる 、 数 千 も の DNA オ リ ゴ ヌ クレ オチ ド の 微小 スポ ッ ト が 整 多 され た アレ イ か ら な る 。 
これ は 、 高 い 上 厳密 性 条件 下 で cDNA また は cRNA サ ンプ ル ( 標的 と 呼ば れる ) を ハイ 
ブリ ダイ ズ さ せる た め に プロ ー ブ と し て 使用 され る 遺伝 子 ま た は 他 の DNA 要 素 の 短い 部 
分 で あり 得る 。 プ ロー ブ と 標的 の ハイ ブリ ダイ ゼー ショ ン は 、 標 的 中 の 核酸 配列 の 相対 存 
在 量 を 決定 する た め に 、 通 常 は 上 、 フ ルオ ロフ ォ ア 標識 標的 、 銀 標識 標的 、 ま た は 化学 発光 
標識 標的 の 検出 に よっ て 検出 され 、 定 量 さ れる 。 

[0056] 

標準 的 な マイ クロ アレ イ で は 、 プ ロー プ ブ プ は 、 共 有 結 合 に よっ て 化学 マト リッ クス ( IR 
キシ ー シラ ン 、 ア ミノ - シラ ン 、 リ シン 、 ま た は ポリ アク リル アミ ド な ど を 介し て ) に 結 
合 さ れ た 固体 表面 に 取り 付け られ る 。 固 体 表 面 は 、 ガ ラス また は シリ コン チッ プ で あり 得 

この 場合 、 マ イク ロア レイ は 、 一般に 、 遺 伝 子 チ ッ プ 、 ま た は AffTymetrix チ 
ッ プ が 使用 され る 場合 は Af fy チッ プ と し て 知ら れ て いる 。 他 の マイ クロ アレ イプ ラッ 
ト フ ォ ー ム 、 例 えば 、1I 1 1 umi na は 、 大 きい 固体 支持 体 の 代わ り に 微か ビー ズ を 使 
Far DNET VA E DNA を 測定 する か 、 ま た は その 検出 シス テム の 一 部 と し て D 
NA を 使用 する 点 の み が 、 他 の タイ プ の マイ クロ アレ イ と 異な っ て いる 。 

[0057] 

特定 の 態様 で の 遺伝 的 変異 の 決定 の た め の 突 然 変異 ゲノム の 遺伝 子 型 決定 また は 再 配列 
決定 に お いて 、DNA マ イク ロア レイ を 用 いて 発現 レベ ル の 変化 を 測定 し 、 一 塩基 多 型 ( 
SNP) を 検出 する こと が で きる 。 よ り 上 具体 的 に は 、DNA マ イク ロア レイ を 用 いて 、D 
NA を 検出 する (比較 ゲノム ハイ ブリ ダイ ゼー ショ ン と 同様 に ) 、 ま た は タン パク 質 に 翻 
訳 さ れ て も され な く て も 良い RNA( 逆 転写 後 の cDNA と し て 最も 一 般 的 ) を 検出 する 
こと が で きる 。 cDNA に より 遺伝 子 発現 を 測定 する プロ セス は 、 人 発現 分 析 ま た は 発現 プ 
Eur Ted グ と 呼ば れる 。 さ ら な る 態様 で は 、i PS 細胞 に 由来 する 特定 の 細胞 型 に 

る 遺伝 的 欠陥 を 、 遺 伝 子 発現 プロ ファ イリ ング 、 一 度 に 数 千 の 遺伝 子 の 活動 ( 発現 ) の 
Wo 
は 、 全 ゲノム 、 す な わ ち 特定 の 細胞 に 存在 する すべ て の ゲノム を 同時 に 測定 する 。 遺伝 子 
発現 プロ ファ イリ ング の 例 と し て 、 限 定 さ れる も の で は な い が 、DNA マ イク ロア レイ 、 
SAGE、 ま た は qPCR が 挙げ られ る 。 

[0058] 
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DNA マ イク ロア レイ 技術 は 、 既 に 同定 され て いる 標的 遺伝 子 の 相対 活性 を 測定 する 。 
これ は 、 高 い 厳 密 性 条件 下 で cDNA また は cRNA サ ンプ ル ( 標的 と 呼ば れる ) を ハイ 
ブリ ダイ ズ さ せる た め に プロ ー ブ と し て 使用 され る 遺伝 子 ま た は 他 の DNA 要 素 の 短い 部 
分 で あり 得る 。 遺伝 子 発現 の 連続 分 析 の よう な 配列 を ベー ス と する 技術 (SAGE、Su 
per SAGE) も 、 遺 伝 子 発現 プロ ファ イリ ング に 使用 する こと が で きる 。Super 
S AGE は 、 特 に 正確 で あり 、 所 定 の 組 だ け で は な く 、 あ ら ゆ る 活性 遺伝 子 を 測定 する こ 
と が で きる 。 リ アル タイ ム ポ ポリメラーゼ 連鎖 反応 は 、 定 量 的 リ り リアルタイム ポリ メラ ー ゼ 連 
鎖 反 応 (Q- PCR プ アプ qPCR) また は キネ ティ イッ ク ポ ポリメラーゼ 連鎖 反応 と も 呼ば れ 、 
c IRO 基づい た 実験 技術 で あり 、 標 的 cDNA 分 子 を 増幅 する と 同時 に 
定量 する た め に 使用 され る 。 リ アル タイ ム ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖 反応 は 、 cDNA サン プル 
penc sedeo Me コピ ー の 絶対 数 、 ま た は cDNA 入力 も し く は 追加 の 正規 化 
遺伝 子 に 対し て 正規 化 さ れ た と き の 相 対 量 と し て ) の 両方 が 可能 で ある 。 


[0058] 

C. 連鎖 分 析 

突然 変異 の 位置 を 特定 で き な い 遺伝 的 障害 を も つ 家 族 に dn s Ad Re 7 
され る か 、 ま た は ゲノム 中 の その 位置 が 遺伝 子 マ ッ ピ ング に よっ て 同定 され た 場合 、 連 鎖 


GRE EEUU 限定 され た 形態 の 遺伝 子 検査 が 提 ded 。 この 検査 で は 、 tod 
子 に 密接 に 関連 し て いる か 、 Rin s AN Md 型 DNA ま た は RNA 配列 
EC RN YZF h., TORMI, WEL ZRI 
の 2 世代 以上 が 検査 に 利用 可能 な 場合 に 使用 する こと が で き 、 情 報 マ ー カ ー の た め に 家族 
ee cu eru I CRURA RN E 
つ 以 上 の 遺伝 子 座 が 、 異 な る 家族 の 同じ 障害 に 関与 する 可能 性 が ある 場 に よる 潜在 的 
な 誤り に よっ て も 限定 され 得る 。 こ れ ら の 制限 に も か か わら ず 、 KC RU US p 
は 、 遣 伝 病 、 例 えば 、 デ ュ シ ェ ン ヌス 型 筋ジストロフィー、 血 友 病 、 骨 和 髄 性 筋 姜 縮 症 、 お よ 
び 多 く の 他 の 障害 を も つ 家 族 の カウ ン セ リン グ に 非常 に 有用 で あっ た 。 
[0060] 

D. 多 型 同 定 法 

配列 変化 、 主 に 一 塩基 多 型 ( SNP) の 測定 に より 、 遺 伝 子 配 列 を 形質 に 関連 付け る 基 
本 単位 が 得 ら れる 。 殆ど の 遺伝 子 は 、 広 範囲 の 頻度 お よび 多 型 間 の 連鎖 不平 衡 を 示す 複数 
の 配列 変異 ( 例え ば 、SNP、 反 復 、 イ ン デ ル ) を 有する 。 殆ど の 多 型 は 、 非 機能 的 で あ 
り 、 機 能 的 対立 遺伝 子 の マー カー と し て 機能 を 果たし 得る 。 単 一 多 型 の 使用 に 加え て 、 関 
連 付 け は 、 ハ プロ タイ プ 、 配列 の 形質 有意 シス 領域 (tr ait-significan 
t i cou unc cuc M 
い 。 ハ イス ルー プッ ト SNP 遺伝 子 型 決定 法 、 例 えば 、 多 く の サ ンプ ル に お ける 数 千 の S 
NP を スク リー ニン グ す る こと が で きる SNP1 ex が 、 現 在 は オン ライ ン で 利用 可能 で 
ある ( Wenz 、2004) 。 こ の よう な 方 法 は 、 顕 著 な マー カー 密度 の 、 薬 物 代 謝 に 関 
与 す る 遺伝 子 を 含む 、 ゲ ノム 規模 の ハプロタイプ 地図 を 作成 する た め に 使用 され て いる ( 
Kamatani ら 、2004) 。 

【0061】 

本 発明 の 特定 の 態様 で は 、 マ イク ロア レイ に よっ て 測定 され る mRNA 発現 は 、 ゲ ノム 
規模 連鎖 分 析 と 組み 合わ せる こと が で き 、 各 遺伝 子 の 発現 レベ ル を 特定 の 組織 型 ま た は 細 
胞 型 に 制限 され た 測定 表現 型 と 見 な す 。 遺伝 子 発現 表現 型 の 遺伝 性 は 、 核 家族 に お ける 家 
族 遺 伝 子 型 決定 お よび 伝達 不平 衡 試験 (Spi el man お よび Ewens、1996) 
また は より 大 きい 家系 に お ける 不平 衡 試験 ( Ma r t i n ら 、2000) に よっ て 検査 す 
る こと が で きる 。 RR MR NE Ne i a 
シス 作用 遺伝 因子 と トラ ンス 作用 遺伝 因子 と を 区 別 す る こと が で き 、 予 想 通 り 、 機 能 的 ゲ 
ノム 遺伝 子 座 の 存在 量 お よび トラ ンス 作用 効果 の 優性 を 示す 。 

[0062] 

代替 の 手法 で は 、 同様 に : PS 細胞 か ら 調 製 す る こと が で きる 関連 標的 組織 に お ける 対 

立 遺伝 子 特異 的 発現 の 分 析 を 行う : 各 対 立 遺 伝 子 は 、 同 じ 細 胞 環 境内 で それ 自体 が 調節 を 
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行い 、 他 の 対立 遺伝 子 ( 常 染色 体 遺伝 子 の ) が 内 部 コン トロ ー ル と し て 機能 する 。 結果 と 
し て 、 こ の 方 法 は 、 組 織 の 状態 、 ト ラン ス 作 用 因子 、 お よび 他 の 環境 の 影響 を 調節 する 。 
し た が っ て 、 メ ッ セ ー ジ の エキ ソン 領域 お よび 非 翻 訳 領域 に お ける SNP が 、 対 立 遺 伝 子 
発現 レベ ル の マー カー に 対し て ヘテロ 接合 性 の 個体 に お いて これ ら の マー カー と し て 機能 
し 得る 。 ヒト 溶質 担体 ファ ミリ ー15 (HH キト グ ペ プチ ド ト ラ ンス ポー ター) 、 メ ン バ ー2 
遺伝 子 (hPepT2) を 一 例 に と り 、 近 年 、RT-PCR 増 幅 後 の 蛍 光 ジ デオ キシ ヌ ク 
レオ チ ド 未 端 プ ロー ブ の プラ イマ ー 伸 長 取り 込み に よる mRNA 発現 の 対立 遺伝 子 特異 的 
測定 の 方 法 が 記載 され て いる (Pinsonneault ら 、2004) 。 腎臓 組織 由来 
の mRNA の 各 対 立 遺伝 子 の 相対 存在 量 に お ける 有意 差 は 、 機 能 的 シス 作用 因子 の 存在 を 
実証 し た 。 プ ライ マー 伸長 反応 を 多重 化 で きる た め ( Bray ら 、2004) 、 多 数 の 遺 
伝 子 に お ける 機能 的 シス 作用 多 型 の 探索 が 可能 と な る (Yan ら 、2002 ) 。 マ トリ ッ 
クス 支援 レー ザー 脱 離 イオ ン 化 飛行 時 間 分 析 法 ( MALDI- TOF:Ding ら 、20 
0 4 ) お よび 対立 遺伝 子 特異 的 RT-PCR 法 (Zhang ら 、2004) の 使用 を 含む 
他 の プラ ッ ト フ ォ ー ム ( Wojnowski お よび Brockmol 1l er、2004) 
に 利用 され る 方 法 に よっ て 同様 の 結果 を 得る こと が で きる 。 こ れ ら の 技術 は 、 エ キソ ンマ 
ー カ ー お よび 非 翻 訳 マ ー カ ー が 利用 で きず 、 か つ へ ヘテロ 核 RNA(hnRNA) が 標的 サ 
ンプ ル 中 に 十分 に 存在 する 場合 は 、 未 処理 hnRNA ま で 拡大 適用 する こと が で きる ( H 
ir ota ら 、2004)。 

[0063] 

IV. 幹細胞 

本 発明 の 特定 の 実施 形態 で は 、 組織 特異 的 遺伝 的 変異 を 決定 する た め の 人 工 多 能 性 幹 細 
胞 ( i PS 細胞 ) を 使用 する 方 法 が 開示 され る 。 こ れ ら の i PS 細胞 は 、 体 細胞 の リプ ロ 
グラ ミン グ に よっ て 作製 する こと が で き 、 後 述 す る よう に 様々 な 点 で 及 性 幹細胞 と 同一 で 
あり 得る 。 有 麻 性 幹細胞 の 特質 を 理解 する こと が 、 人 工 多 能 性 幹細胞 の 選択 に 役立ち 得る 。 
幹細胞 の リプ ログ ラミ ング の 研究 か ら 周 知 の リプ ログ ラミ ング 因子 を 、 こ れ ら の 新規 な 方 
法 に 使用 する こと が で きる 。 腔 性 幹細胞 の 使用 に 際 す る 倫理 的 ハー ドル の た め に 、 こ れ ら 
の 人 工 多 能 性 幹細胞 を 、 治療 お よび 研究 用 途 と し て 腔 性 幹細胞 の 代わ り に 使用 で きる 可能 
性 ある が こと が さら に 考え られ る 。 
[0064] 

A. 幹細胞 

幹細胞 は 、 す べ て で は な い に し て も 殆ど が 多 細 胞 生物 で 見 られ る 細胞 で ある 。 幹細胞 は 
、 有 糸 細 胞 分 像 に よっ て 自身 を 再生 する 能力 、 お よび 様々 な 特殊 化し た 細胞 型 へ の 分 化 に 
よっ て 特徴 付け られ る 。 広 義 の 2 種類 の 員 乳 動物 幹細胞 は 、 有 盤 胞 で 見 られ る 及 性 幹細胞 
お よび 成体 の 組織 で 見 られ る 成体 幹細胞 で ある 。 発達 中 の 腔 で は 、 幹 細胞 は 、 特殊 化し た 
膝 組 織 の すべ て に 分 化す る こと が で きる 。 成 体 生物 で は 、 幹 細胞 お よび 前 駆 細胞 は 、 体 の 
修復 系 と し て 機能 し て 、 特殊 化し た 細胞 を 補充 する だ け で は な く 、 血 液 、 皮 膚 、 ま た は 腸 
組織 な どの 再生 器官 の 正常 な 代謝 回 転 を 維持 する 。 

【0065】 
幹細胞 は 、 細胞 培養 に よっ て 増殖 させ て 、 筋 肉 ま た は 神経 な どの 様々 な 組織 の 細胞 に 一 
致し た 特質 を も つ 特 殊 化 し た 細胞 に 変換 する こと が で きる た め 、 幹 細胞 の 医療 へ の 使用 が 
提案 され て いる 。 特に 、 腔 性 細胞 系 、 治 療 用 クロ ー ニ ング に よっ て 作製 され た 自己 有 麻 性 幹 
細胞 、 お よび 膳 帯 箇 また は 骨髄 由来 の 高度 に 柔軟 な 成体 幹細胞 が 、 有 望 な 候補 と し て も て 
は や され て いる 。 最近 に な っ て 、 成 体 細胞 の 人 工 多 能 性 幹細胞 へ の リプ ログ ラミ ング は 、 
膝 性 幹細胞 に 取っ て 代わ る 大 き な 可 能 性 を 有する 。 

[0066] 
B. fv SEA Ma 
IE PE RARI ES SI) dk. ERE ZAREAN IT CM) oW 
"x XE D JEDER HE OW OX: cde. M, kh Cclkfg4 —5 Hio BI WC d 
り 、50 ン と 150 の 細胞 か ら な っ て いる 。 ES 細胞 は 、 多 人 能 性 で あり 、 発 達 中 に 3 つの 主 
ARR: 外 膝 葉 、 内 腔 葉 、 お よび 中 有 礎 葉 の すべ て の 誘導 体 を 発生 させ る 。 言い 換え れ ば 
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、ES 細 胞 は 、 特 定 の 細胞 型 に と っ て 十分 か つ 必 要 な 刺激 が 与え られ る と 、 成 体 の 体 の 2 
0 0 を 超え る 細胞 型 の それ ぞ れ に 発達 する こと が で きる 。 ES 細胞 は 、 膝 外 膜 また は 胎盤 
に 寄与 し な い 。 

067] 
XYwECCOBNMUOSSE£EGY*AcCk. XY AREE mES ) また は ヒト vs d 
S) を 用 いて 行わ れ て きた 。 両方 の 幹細胞 は 、 必 須 の 幹細胞 の 特質 を 有する が 、 こ れ 
未 分 化 状態 を 維持 する た め に は 全く 異な る 環境 を 必要 と する 。 マ ウス ES 細胞 は 、 
チン 層 の 上 で 成長 する こと が で き 、 白 血 病 抑制 因子 (LIF) の 存在 を 必要 と する 。 
ES 細胞 は 、 マ ウス 胎児 線維 芽 細 胞 ( MEF ) の フィ ー ダ ー 層 の 上 で 成長 する こと が 
し ば し ば 、 了 塩基 性 線維 芽 細胞 成長 因子 (bFGF ま た は FGF-2 ) の 存在 を 必要 
る 。 最適 な 培養 条件 また は 遺伝 子 操作 (Chambers ら 、2003) を 用 いな く 
、 有 麻 性 幹細胞 は 、 急速 に 分 化す る 。 

068] 

ヒト 用 性 幹細胞 は また 、 い くつ か の 転写 因子 お よび 細胞 表面 タン パク 質 の 存在 に よっ て 
も 定義 する こと が で きる 。 転写 因子 Oct -4、Nanog、 お よび Sox-2 は 、 分 化 
お よび 多 能 性 の 維持 を も た ら す 遺伝 子 の 抑制 を 保証 する コア 調節 ネツ ッ トワーク を 形成 する 
(Boyer ら 、2005) 。hES 細 胞 を 同定 する た め に 最も 一 般 的 に 使用 され て いる 
細胞 表面 抗原 に は 、 糖 脂質 SSEA3 お よび SSEA4 な ら び に ケラ タン 表面 抗原 Tr a 
-1 -60 お よび Tra-1-8 1 が 含ま れる 。 

[006929] 

2.0 年 に も 及ぶ 研究 が な され て も 、 用 性 幹細胞 を 用 いる 認可 され た 処置 また は ヒト 治験 
は 存在 し な い 。 多 能 性 細胞 で ある ES 細胞 は 、 正 し い 分 化 に 特定 の シグ ナル を 必要 と し 、 
体内 に 直接 注入 され る と 、ES 細 胞 は 、 様 々 な 種類 の 細胞 に 分 化し て 奇形 腫 を 引き 起こ す 
。 移植 の 拒絶 反応 を 回 避 し つつ ES 細胞 を 使用 可能 な 細胞 に 分 化 さ せる こと は 、 腔 性 幹 細 
胞 の 研究 者 が な お 直面 する ほん の 僅か な ハー ドル に 過ぎ な い 。 多く の 国々 は 、 現 在 、ES 
細胞 の 研究 また は 新規 な ES 細胞 系 の 作製 を 一 時 的 に 禁止 し て いる 。 腔 性 幹細胞 は 、 そ の 
無制限 の 増殖 と 多 能 性 を 併せ も つ 能 力 の た め 、 傷 害 ま た は 疾患 後 の 再 生 医療 お よび 組織 置 
換 の た め の 理 論 的 に 可能 な 供給 源 の まま で ある 。 し か し 、 こ れ ら の 問題 を 回 避 す る 1 つの 
方 法 は 、 直 接 的 な が リプ ログ ラミ ング に よっ て 体 細胞 に 多 能 性 の 状態 を 誘導 する こと で ある 
[0070] 

C. 人 工 多 能 性 幹細胞 お よび リプ ログ ラミ ング 因子 

一 般 に i PS 細胞 また は i PSC と 略 さ れる 人 工 多 能 性 幹細胞 は 、 非 多 能 性 細胞 、 典 型 
的 に は 成体 の 体 細胞 か ら 人 工 的 に 誘導 され る ある 型 の 多 能 性 幹細胞 で ある 。 人 工 多 能 性 幹 
細胞 は 、 あ る 幹細胞 遺伝 子 お よび タン パク 質 の 発現 、 ク ロマ チン の メチ ル 化 パタ ー ン 、 億 
加 時 間 、 膝 様 体形 成 、 奇 形 腫 形 成 、 生 存 可 能 な キメ ラ の 形成 、 な ら び に 発生 能 お よび 分 化 
能 の 点 お な どか ら 、 多く の 点 で 及 性 幹細胞 な どの 天然 の 多 能 性 幹細胞 と 同一 で ある と 考え ら 
れる が 、 天 然 の 多 能 性 幹細胞 に 対す る それ ら の 全 範 囲 に 旨 る 関連 に つい て は な お 評価 中 で 
d$, 
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[070 7 1:4] 

i PS 細胞 は 、2006 年 に マウ ス の 細胞 か ら 初 め て 作製 され (Takahashi ら 
、2006) 、 そ し て 2007 年 に ヒト の 細胞 か らら 作製 さ れ た (Takahashi ら 、 
2007;Yu5,20072)., 。 こ れ は 、 論 争 の 的 に な っ て いる 膝 を 使用 する こと な く 、 
研究 に 重要 で あり 、 か つ 治 療 用 途 を 潜在 的 に 有する 多 能 性 幹細胞 を 研究 者 が 入手 可能 に し 
得る た め 、 幹 細胞 の 研究 に お ける 重大 な 進歩 と 言わ れ て いる 。 

【0072】 
i PS 細胞 の 作製 に は 、 誘 導 の た め に 使用 され る リプ ログ ラミ ング 因子 が 極め て 重要 で 


ある 。 以下 の 因子 また は それ ら の 組合 せ は 、 本 発明 に 開示 され る 方 法 に 使用 する こと が で 
きる 。 特定 の 態様 で は 、S ox お よび Oct (好ま し く は Oct 37/4) を コー ド す る 核 
酸 が 、 リ プロ グラ ミン グ ベ クタ ー に 導入 され る 。 例 えば 、1 つ 以 上 の リプ ログ ラミ ング べ ベ 
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クタ ー は 、Sox2、Oct 4、Nanog、 お よび 任意 選択 の Li n2 8 を コー ド す る 
発現 カセ ッ ト 、 ま た は Sox2、Oct 4 、K1f 4、 お よび 任意 選択 の c - My c を コ 
一 下 する 発現 カセ ッ ト 、 ま た は Sox2 、Oct 4 、 お よび 任意 選択 の Esrrb を コー 
ド す る 発現 カセ ッ ト 、 ま た は Sox2、Oct 4、Nanog、Lin28、K1f4、 
c-Myc, 、 お よび 任意 選択 の SV40 ラ ー ジ 抗原 を コー ド す る 発現 カセ ッ ト を 含み 得 


る 。 こ れ ら の リプ ログ ラミ ング 因子 を コー ド す る 核酸 は 、 同 じ 発 現 カ セッ ト 、 異 な る 発現 
カセ ッ ト 、 同 じ リ プロ グラ ミン グ ベ クタ ー、 ま た は 異な る リプ ログ ラミ ング ベク ター の 中 


に 含ま れ 得 る 。 

[007 3] 
Oct 4 お よび 特定 の 番号 の S ox 遺伝 子 フ ァ ミ リー( Sox1l、Sox2、8Sox 3 
お よび Sox15) は 、 存 在 し な いと 誘導 を 不可 能 に する 誘導 プロ セス に 関与 する 極め 


て 重要 な 転写 調節 因子 と し て 同定 され た 。 し か し 、 特 定 の 番号 の Kl1f ファ ミリ ー( K1 
f1, KI1f2、KI1If 4、 お よび Kl1 Ff 5) 、Myc ファ ミリ ー( c-Myc 、L-M 
yc 、 お よび N-Myc)、Nanog 、 お よび Lin28 を 含む さら な る 遺伝 子 が 、 誘 
導 効 率 を 上 げ る こと が 確認 され た 。 

[ 74] 


0 0 
Oct4(Pou5f1) は 、 八 量 体 (C「Oct」) 転 写 因 子 の ファ ミリ ー の 1 2T% 
り 、 多 能 性 の 維持 に お いて 極め て 重要 な 役割 を 果たす 。 割 球 お よび 腔 性 幹細胞 な どの Oc 
t 4* 細胞 に お ける Oct 4 の 非 存 在 は 、 自 然 な 栄養 芽 細 胞 分 化 を も た らし 、 し た が っ て 

Oct 4 の 存在 は 、 腔 性 幹細胞 の 多 能 性 お よび 分 化 能 を 生じ させ る 。Oct 4 の 類縁 体 

Oct 1 、 お よび Oct 6 を 含む 「Oct 」 フ ァ ミ リー の 様々 な 他 の 遺伝 子 は 、 診 導 を 
引き 起こ すこ と が で き な い た め 、 計 導 プロ セス に 対す る Oct- 4 の 排他 性 を 実証 し て い 
る 。 

[0075] 

S ox ファ アミ リー の 遺伝 子 は 、 多 能 性 幹細胞 だ け で 発現 され る Oct 4 と は 対照 的 な 複 
能 お よび 単 能 幹 細胞 に 関連 し て いる が 、Oct 4 と 同様 に 多 能 性 の 維持 に 関連 し て いる 。 
Sox2 は 、Takahashi ら (2006)、Werni g ら (2007) 、 お よび 
Yu ら (2007 ) に よっ て 誘導 の た め に 使用 され た 最初 の 遺伝 子 で あり 、S ox ファミ 
リー の 他 の 遺伝 子 は 、 誘 導 プ ロ セ ス で も 働く こと が 確認 され た 。Soxl1l は 、Sox2 と 
同様 の 効率 で i PS 細胞 を 産生 し 、 遺 伝 子 Sox' 3、Sox15、 お よび Sox1l8 も 、 
低い 効率 で ある が i PS 細胞 を 産生 する 。 

[0076] 

膝 性 幹細胞 で は 、Nanog は 、Oct 4 お よび Sox2 と 共に 、 多 能 性 の 促進 に 必要 
で ある 。 し た が っ て 、Yu ら (2007) が 、 因 子 の 1 つと し て Nanog を 用 いて iP 
S 細胞 を 作製 する こと が 可能 で ある こと を 報告 し て いた が 、Takahashi ら (20 
0 6 ) が 、Nanog が 誘導 に 必須 で は な いこ と を 報告 し た と き は 和 驚き で あっ た 。 
[0077] 

Li n2 8k, 441534 UJE BI xU 7- e VE SEMI Hg 35 dO s EXE RS RC Six 2v 
mRNA 結合 タン パク 質 で ある 。Thomson ら は 、LIN28 は 不要 で ある が 、iP 
S 作製 に お ける 因子 で ある こと を 実証 し た 。 

[0078] 

Kl f ファ ミリ ー の 遺伝 子 の Kl1lf 4 は 、Takahashi ら (2006 ) に よっ て 
初め に 同定 され 、Werni g ら (2007) に よっ て マウ ス iPS 細 胞 の 作製 の た め の 
因子 で ある こと が 確認 され 、Takahashi ら (2007) に よっ て ヒト iPS 細 胞 
の 作製 の た め の 因 子 で ある こと が 実証 され た 。 し か し な が ら 、Yu ら (2007) R., K 
1 f 4 は 、 ヒ ト i PS 細胞 の 作製 に 不要 で ある こと を 報告 し 、 実 際 、 ヒト i PS 細胞 を 作 
製 で き な か っ た 。 K1 f 2 お よび Kl f 4 は 、i PS 細胞 を 作製 可能 な 因子 で ある こと が 
判明 し 、 関 連 遺 伝 子 K1 f 1 お よび K1 f 5 も 、 低 い 効 率 で ある が 同様 で あっ た 。 
[0079] 

Myc ファ ミリ ー の 遺伝 子 は 、 冶 に 関与 する プロ ト オ ン コジ ー ン で ある 。 Takaha 
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shi ら (2006) お よび Wernig ら (2007) は 、c-Myc が マウ ス i PS 
細胞 の 作製 に 関与 する 因子 で ある こと を 実証 し 、Takahashi ら (2007) à, 
My c が ヒト i PS 細胞 の 作製 に 関与 する 因子 で ある こと を 実証 し た 。 し か し な が ら 
u ら (2007) お よび Takahashi ら (2007) は 、c- Myc は 、 ヒ ト 
S 細胞 の 作製 に 不要 で ある こと を 報告 し た 。i PS 細胞 の 導入 に お ける 「 Myc 」 フ 
リー の 遺伝 子 の 使用 は 、 上 臨床 治療 で は i PS 細胞 の 結末 に 問題 が あり 、c- My c i 
PS 細胞 が 移植 され た マウ ス の 2 5 % が 致命 的 な 奇形 腫 を 発症 し た 。N- My c お よ 
- Myc は 、 同 様 の 効率 で c-myc の 代わ り に 診 導 する こと が 確認 され た 。SV4 
ー ジ 抗原 を 用 いて 、c- Myc が 発現 され た と き に 起こ り 得 る 細胞 障害 性 を 軽減 また 
止 す る こと が で きる 。 

0080] 

本 発明 に 使用 され る リプ ログ ラミ ング タン パク 質 は 、 ほ ぼ 同 じ リ プロ グラ ミン グ 機 能 を 
も つ タ ン パ ク 質 相同 体 に よっ て 置換 する こと が で きる 。 こ れ ら の 相同 体 を コー ド す る 核酸 
も 、 リ プロ グラ ミン グ に 使用 する こと が で きる 。 保存 的 な アミ ノ 酸 置換 、 す な わ ち 、 例 え 
ば 、 極 性 酸性 アミ ノ 酸 と し て アス パラ ギン 酸 -ー グ ル タ ミ ン 酸 : 極性 塩基 性 アミ ノ 酸 と し て 

シン プア ル ギ ニ ンプ ヒス チ ジ ン : 非 極 性 また は 疎水 性 アミ ノ 酸 と し て ロイ シン プイ ソロ 
イシ ンプ メチ オニ ンプ バリ ンプ アラ ニン ググ リシン ププ ロ リン : 極性 また は 非 荷 電 親 水性 

アミ ノ 酸 と し て セリ ン ン トレ オニ ン が 好ま し い 。 保存 的 な アミ ノ 酸 置換 に は 、 側 鎖 に 基 づ 
いた 和 群 化 も 含ま れる 。 例え ば 、 脂肪 族 側 鎖 を 有する アミ ノ 酸 群 は 、 グ リシン 、 ア ラニ ン 、 
バリン 、 ロ イシ ン 、 お よび イソ ロイ シン で あり : 脂肪 族 - ヒド ロキ シル 側 鎖 を 有する アミ 
ノ 酸 群 は 、 セ リン お よび トレ オニ ン で あり : アミ ド を 含む 側 鎖 を 有する アミ ノ 酸 群 は 、 ア 
スパ ラ ギ ン 酸 お よび グル タ ミ ン 酸 で あり : 芳香 族 側 鎖 を 有する アミ ノ 酸 群 は 、 フ ェ ニ ル ア 
ラニ ン 、 チ ロ シ ン 、 お よび トリ プ ト フ ァ ン で あり : 塩基 性 側 鎖 を 有する アミ ノ 酸 群 は 、 リ 
シン 、 ア ル ギ ニ ン 、 お よび ヒス チ ジ ン で ある : 硫黄 を 含む 側 鎖 を 有する アミ ノ 酸 群 は 、 シ 
ステ イン お よび メチ オニ ン で ある 。 例え ば 、 ロ イシ ン の イソ ロイ シン また は バリ ン で の 置 
換 、 ア スパ ラ ギ ン 酸 の グル タ ミ ン 酸 で の 置換 、 ト レオ ニン の セリ ン で の 置換 、 ま た は アミ 
ノ 酸 の 構造 的 に 関連 し た アミ ノ 酸 で の 置換 が 、 得 られ る ポリ ペプチド の 特性 に 大 き な 影 響 
を 与え な いと 予想 する の が 妥当 で ある 。 アミノ酸 の 変化 が 機能 的 な か ポリ ペプチド を も た ら 
すか 否 か は 、 そ の ポリ ペプチド の 特定 の 活性 を アッ セイ する こと に よっ て 容易 に 決定 する 
こと が で きる 。 

【0081】 

V. リプ ログ ラミ ング 因子 の 発現 

本 発明 の 特定 の 態様 で は 、i PS 細胞 は 、 リ プロ グラ ミン グ 因 子 を 用 いて リプ ログ ラミ 
ング 体 細胞 か ら 作 製 さ れる 。 本 発明 の 体 細胞 は 、 多 能 性 に 誘導 され 得る あら ゆる 体 細胞 、 
例え ば 、 線維 芽 細 胞 、 ケ ラチ ノ サ イト 、 造血 細胞 、 間 葉 細胞 、 肝 細胞 、 胃 細胞 、 ま た は 8 
細胞 で あり 得る 。 好ま し い 態 様 で は 、 工 細胞 は 、 リ プロ グラ ミン グ 用 の 体 細胞 の 供給 源 と 
し て 使用 する こと が で きる (参照 に より 本 明細 書 に 組み 入れ られ る 米国 特許 出願 第 6 1 /二 
184,. 546 号 を 参照 され た い ) 。 

【0082】 

リプ ログ ラミ ング 因子 を 、1 つ 以 上 の ベク ター、 例 えば 、 組 み 込 み 型 ベク ター また は エエ 
ピ ソ ー ム ベク ター に 含ま れる 発現 カセ ッ ト か ら 発 現さ せる こと が で きる 。 さ ら な る 態様 で 
は 、 リ プロ グラ ミン グ タ ン パ ク 質 を 、 タ ン パ ク 質 形質 導入 に よっ て 体 細胞 に 直接 導入 する 
こと が で きる (参照 に より 本 明細 書 に 組み 入れ られ る 米国 特許 出願 第 61 プ 172,.07 
9 号 を 参照 され た い ) 。 

[0083] 

A. 組み 込み 型 ベ クタ ー 

i PS 細胞 は 、 本 発明 で は 、 リ プロ グラ ミン グ タ タンパク質 を コー ド す る 特定 の 桜 酸 また 
は 遺伝 子 の 非 多 能 性 細胞 、 例 えば 、 工 細胞 へ の トラ ンス フェ クシ ョ ン に よっ て 得る こと が 
で きる 。 トランスフ ェ ク ショ ン は 、 ボ 典型 的 に は 、 現行 方式 で は レト ロウ イル ス な どの 組み 
込み 型 ウ イル スベ クタ ー に よっ て 達成 され る 。 トランスフ ェ ク ト さ れ た 遺伝 子 は 、 マ スタ 
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一 転写 調節 因子 Oct 4 (Pouf51) お よび Sox2 を 含み 得る が 、 他 の 遺伝 子 も 誘 
導 効 率 を 高め る こと が 示さ れ て いる 。 了 臨界 期 の 後 、 少 数 の トラ ンス フェ クト され た 細胞 が 
、 場 合 に より 、 多 能 性 幹細胞 に 形態 学 的 お よび 生物 学 的 に 類似 し 始め 、 形 態 学 的 選択 、 倍 
加 時 間 に よ っ て 、 ま た は は レポー ター 遺伝子 お よび 抗生 物質 感染 に よっ て 単 離す る こと が で 
きる 。 

[0084] 

2007 年 1 L 月 に 、2 つの 別個 の 研究 チー ム ( Yu ら 、2007; Takahash 
.2007) が 成人 ヒト 線維 芽 細 胞 か ら i PS を 作製 する と いう 画 期 的 な 出来 事 が 起 
以前 に マウ スモ デル で 使用 され た 同じ 原理 を 用 いて 、Takahashi ら (20 
は 、 レ トロ ウイ ルス 系 を 用 いて 同じ 4 つの 枢 要 な 遺伝 子 : Oct 4、Sox2、K 
お よび c - My c で ヒト 線維 芽 細 胞 を 多 能 性 間 細 胞 に 形質 転換 する こと に 成功 し 
た が 、c- My c は 発癌 性 で ある 。 Yu ら (2007) は 、 レ ンチ ウイ ルス 系 を 用 いて O 
ct 4、Sox2、NANOG、 お よび 異な る 遺伝 子 し LIN28 を 使用 し て c- Myc の 
使用 を 回 避 し た 。 

[0085] 

上 記さ れ た よう に 、 ヒ ト 皮膚 線維 芽 細胞 か ら の 多 能 性 幹細胞 の 誘導 は 、 リ プロ グラ ミン 
グ 遺 伝 子 の 異 所 性 発現 用 の レト ロウ イル ス ま た は レン チ ウ イル スベ クタ ー を 用 いて 達成 さ 
れ た 。 モ ロニ ー マ ウ ス 和 白血病 ウイ ルス な どの 組 換 え レ トロ ウイ ルス は 、 安定 し て 宿主 ゲ ノ 
ム に 組み 込む 能力 を 有する 。 組 換え レト ロウ イル ス は 、 宿主 ゲ ノム へ の 組み 込み を 可能 に 
する 逆転 写 酵 素 を 含む お 。 レ ンチ ウイ ルス は 、 レ トロ ウイ ルス の サブ クラ ス で ある 。 レ ンチ 
ウイ ルス は 、 非 分 裂 細胞 な ら び に 分 裂 細胞 の ゲノム に 組み 込む 能力 に より 、 ベ クタ ー と し 
て 広く 利用 され て いる 。RNA の 形態 の ウイ ルス ゲノム は 、 ウ イル ス が 細胞 に 侵入 する と 
逆転 写 さ れ て DNA を 産生 し 、 次 いで ウイ ルス イン テグ ラー ゼ 酵 素 に よっ て ラン ダム な 位 
置 で ゲノム に 挿入 され る 。 

[0086] 

B. エピ ソー ム ベ クタ ー 

これ ら の リプ ログ ラミ ング 法 は 、 染 色 体 外 で 複製 する ベク ター( すなわち 、 エ ピ ソ ー ム 
ベク ター) を 使用 する こと も で き 、 エ ピ ソ ー ム ベク ター は 、 エ ピ ソ ー ム と し て 複製 し て 外 
来 ベ クタ ー ま た は ウイ ルス 要素 を 本 質 的 に 含ま な い i PS 細胞 を 作製 で きる ベク ター で あ 
る ( 参照 に より 本 明細 書 に 組み 入れ られ る 米国 特許 出願 第 61 プ 058,858 号 を 参照 
xnk; Yu 5.200925. 多数 の DNA ウ イル ス 、 例 多 ば 、 ア デ ノ ウ イル ス 、 サ サル 
空腹 化 ウ イル ス 40 (8SV40) ま た は ウシ ジ ・ パ ピロ ー マ ・ ウ イル ス (BPV) 、 ま た は 
出芽 酵母 ARS ( 自己 複製 配列 ) 含有 プラ スミ ド は 、 呈 乳 動物 細胞 お いて 染色 体外 で 、 ま 
た は エピ ソー ム と し て 複製 する 。 こ れ ら の エピ ソー ム プ ラス ミド は 、 組 み 込 み ベ クタ ー に 
関連 し た これ ら の すべ て の 不都合 (Bode ら 、2001 ) が 本 質 的 に な い 。 例え ば 、 リ 
ン パ 球 指向 性 ヘル ペ ス ウ イル ス の ベー ス を 含む 、 ま た は 上 記 定 義 さ れ た エ プ ス タイ ン ・ バ パ 
ー・ ウ イル ス (EBV) は 、 染色体 外 で 複製 し 、 体 細胞 に リプ ログ ラミ ング 遺伝 子 を 送達 
する の に 役立ち 得る 。 

[0087] 

例え ば 、 本 発明 に 使用 され る プラ スミ ド を ベー ス と する 手法 は 、 詳 細 が 後 玉 され る よう 
に 、EBV 要 素 を ベー ス と し た 系 の 了 臨床 設定 で の 取り 扱い や すさ を 損なう こと な く 、 こ の 
系 の 複製 お よび 維持 の 成功 に 必要 な 強い 要素 を 抽出 する こと が で きる 。 必須 の EBV 要 素 
は 、Or i P お よび EBNA- 1 また は それ ら の 変異 体 も し く は 機能 的 等 価 物 で ある 。 こ 
の 系 の さら な る 利点 は 、 こ れ ら の 外来 要素 が 、 細 胞 に 導入 され て か ら 時 間 が 経つ と 消滅 し 

外来 要素 を 本 質 的 に 含ま な い 自 立 i PS 細胞 を も た ら す こと で ある 。 
[0088] 

プラ スミ ド ま た は リポ ソー ム を ベー ス と し た 染色 体外 ベク ター、 例 えば 、Or i PÈS 
ー ス と し た ベク ター、 お よび グズ グ ま た は EBNA-1 の 誘導 体 を コー ド する ベク ター の 使用 
に より 、DNA の 大 きい 断片 が 細胞 に 導入 され 、 染色体 外 に 維持 され 、 細 胞 周 期 ご と に 1 
回 複製 され 、 娘 細胞 に 効率 的 に 分 割 さ れ 、 そ し て 免疫 応答 を 実質 的 に 誘発 し な い 。 具体 的 
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こ は 、EBNA- 1 、 
ク 質 は 、MHC ク ラス 1 分子 に 
効率 的 な 機 序 を RS UE 

1997). XOK 
促進 する こと が で き 、 一 部 の 細胞 系 に お 

導 す る (Langle-Rouaul t 
に 、 こ の よう な or i P を ベー ス と し た 
[0089] 

他 の 染色 体 ボ 外 ベク ター は 、 
ー を 含む リンパ 球 指 向 性 ヘル ペ ス ウ イ 
) で 複製 する ヘル ペ ス ウ イル ス で あり 、 


or i P を ベー ス 


細胞 の 


る 。 単純 へ ヘルペス ウイ ルス (HSV) à, 


。 例示 的 な リン パ 球 指向 性 ヘル ペ ス ウ イ 
カポ ジ 了 肉腫 ヘル ペ ス ウ イル ス ( KSHV 


レッ ク 病 ウイ ルス ( MDV) が 含ま れる 。 


その 抗原 の 提示 を 必要 と する プロ セ シ ン 


EBNA-1 は 、 
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と し た 発現 ベク ター の 複製 に 必要 な 唯一 の タン パ 
グ を バイ パス する 
免疫 応答 を 誘発 し な い ( Levitskaya ら 
トラ ンス で 作用 し て クロ ー ン 化 遺 伝 子 の 発現 を 
いて 最大 1 0 0 倍 の クロ ー ン 化 遺 伝 子 の 発現 を 誘 
ら 、1998 :Evans ら 、1997)。 最後 
発現 ベク ター の 製造 は 低 コ スト で ある 。 


他 の リン パ 球 指向 性 ヘル ペ ス ウ イル ス を ベー ス と し た ベ べ ベクタ 


ルス は 、 リ ン パ 芽 球 (例え ば 、 ヒ ト B リ ン パ 芽 球 
その 自然 の 生活 環 の 一 部 の た め に プラ スミ ド に な 
「 リ ン パ 球 指 向 性 」 ヘルペス ウイ ルス で は な い 
ルス に は 、 限定 され る も の で は な い が 、EBV、 
) : リス ザル ヘル ペ ス ウ イル ス ( HS ) お よび マ 
また 、 酵 母 ARS 、 ア デ ノ ウ イル ス 、SV40 


また は BPV な どの 、 エ ピ ソ ー ム を ベー ス と し た ベク ター の 他 の 供給 源 も 考え られ る 。 
090] 
ウイ ルス に よる 遺 


CRNA 
、 ウ イル スベ クタ ー を 用 い ず に ヒト 細胞 に 多 能 性 を 誘導 する こと に トラ ンス ポ ゾ ン を ベー 
eta m ERE NU Tei ceu Ud M 
ji ら 、2009) 。 安定 し た i PS 細胞 は 、 ウ イル ス 由 来 2 A ペプチド 配列 を 用 いて リ 
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因子 を 含む お 多 


シス トロ ン 


性 ベク ター を 作製 し て 、 こ れ を pi ggyBac 


ンス ポ ゾ ン ベ ク ター 
細胞 で 作製 し た 。 次 い 
ング 因子 を 除去 し た 。 
ラミ ング に 同様 に 適 


に よっ て ヒト お よび マウ ス の 線維 芽 細 胞 の 両方 に 送達 し て 、 


これ 
で 、 樹 立 さ れ た i PS 細胞 系 で は 必要 の な い 2 A 連結 リプ ログ 
これ ら の 戦略 は 、 本 発明 の 特定 の 態様 に お いて 、T 細胞 の リプ 


3 する こと が で きる 。 


091] 

タン パク 質 形 質 導入 
外来 性 遺 伝 子 改変 が 標的 細胞 に 
され る 遺伝 子 の 転写 に 依存 する の で は な く 、 
入 す る こと で あろ う 。 以前 の 研究 に より 、 


ra N 
Q ON MN SS NI 


導入 され る の を 回 避 す る 1 つの 考え られ る 方 法 は 、 e 
リプ ログ ラミ ング タン パク 質 を 直接 細胞 に 
タン パク 質 形 質 導入 を 媒介 する 短 ペ プチ ド 、 


えば 、HI Vt at お よび ポリ アル ギ ニ ン な ど を 様々 な タン パク 質 に 結合 する こと に よっ 
て 、i n Yitro お よび in vivo で これ ら の タン パク 質 を 細胞 に 送達 で きる こ 
と が 実証 され て いる 。 近 年 の 研究 に より 、 組 換え リプ ログ ラミ ング タン パク 質 を 直接 送達 
する こと に よっ て 、 マ ウス 線維 芽 細 胞 を 多 能 性 幹細胞 に 完全 に リプ ログ ラミ ング で きる こ 
ia E E NN A 2009) 。 タ ン パ ク 質 形質 導入 で 細胞 を リプ ログ ラ 
ミン グ す る 方 法 の 詳細 は 、 参 照 に より 本 明細 書 に 組み 入れ られ る 米国 特許 出願 第 6 1 1 
72,079 号 に 開示 され て いる 

[0092] 

本 発明 の 特定 の 態様 で は 、 タ ン パ ク 質 形質 導入 ドメイン を 用 いて 、 リ プロ グラ ミン グ タ 


質 を 細胞 に 直接 導入 する こと が で きる 。 タ ン パ ク 質 形質 導入 は 、 リ プロ グラ ミン 
グ タ ン パ ク 質 の 細胞 へ の 送達 を 容易 に する 方 法 で あり 得る 。 例 えば 、HI V Tat タン 
パク 質 に 由来 する AT タン パク 質 の ある 領域 を 標的 タン パク 質 に 融合 し て 、 標 的 タン 

ク 質 の 細胞 へ の 侵入 を 可能 に する こと が で きる 。 こ れ ら の 形質 導入 ドメイン の 融合 を 用 い 


ン パク 質 


る 利点 は 、 タ ン パ ク 質 の 侵入 が 、 迅 速 で 、 濃 度 に 依存 し 、 様 々 な 細胞 型 に 対応 で きる よう 
で ある 。 
【0093 

本 発明 の さら な る 態様 で は 、 核 局 在 配 列 を 用 いて 、 リ プロ グラ ミン グ タ ン パ ク 質 の 核 侵 
入 を 容易 に する こと も で きる 。 核 局 在 シグ ナル (NLS ) は 、 様 々 な タン パク 質 に つい て 


記載 され て いる 。 核 へ の タン パク 質 輸 送 の 機 育 は 、 核 局 在 シ グ ナ ル を 含む 標的 タン パク 質 
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の カリ オフ ェ エリ ン の gw サブ プ ユ ニッ ト へ の 結合 に よる も の で ある 。 こ れ に 続い て 、 標 的 タン 
パク 質 : カリ オフ ェ リ ン 複 合体 が 核 孔 を 介し て 核 へ 輸送 され る 。 し か し な が ら 、 リ プロ グ 
ラミ ング タン パク 質 は 、 し ば し ば 、 内 因 性 核 局 在 配 列 を 有 し 得る 転写 因子 で ある 。 し た が 
っ て 、 核 局 在 配 列 は 、 必 ず し も 必要 で は な いで あろ う 。 
[0094] 

リプ ログ ラミ ング タン パク 質 の 体 細胞 へ の 直接 導入 を 本 発明 に 使用 する こと が で き 、 リ 
プロ グラ ミン グ タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 形質 導入 ドメイン (PTD) を 含む 融合 タン 
ク 質 を 作製 する こと に よっ て 、 ま た は 各 分 子 上 の 官能 基 を 介し て リプ ログ ラミ ング タン 
ク 
[ 


質 と PTD を 化学 的 に 架橋 結合 する こと に よっ て PTD に 機能 的 に 連結 する 。 
0095] 

標準 的 な 組 換 え 核 酸 分 子 法 を 用 いて 、 本 明細 書 で 使用 され る 1 つ 以 上 の 形質 導入 可能 な 
リプ ログ ラミ ング タン パク 質 を 発現 させ る こと が で きる 。 一 実施 形態 で は 、 形 質 導入 可能 
な タン パク 質 を コー ド す る 核酸 配列 を 、 例 えば 、 転 写 お よび 翻訳 の た め の 適 切な シグ ナル 
お よび プロ セ シ ン グ 配 列 な ら び に 調節 配列 を 有する 核酸 発現 ベク ター に クロ ー ニ ング する 
. 別 の 実施 形態 で は 、 タ ン パ ク 質 は 、 自動 有機 合成 法 を 用 いて 合成 する こと が で きる 。 
[0096] 

加え て 、 タ ン パ ク 質 の 細胞 へ の 輸送 に も 役立ち 得る いく つか の 方 法 が 存在 し 、 こ れ ら の 
1 つ 以 上 の 方 法 を 、 単 独 で 使用 する か 、 ま た は 、 限定 さ れる も の で は な い が 、 徴 量 注 入 、 
エレ クト ロ ポ レー ショ ン 、 お よび リポ ソー ム の 使用 を 含む タン パク 質 形 質 導入 ドメイン を 
HH いた 方 法 と 組み 合わ せ て 使用 する こと が で きる 。 こ れ ら の 方 法 の 殆ど は 、 タ ン パ ク 質 製 
剤 を 必要 と し 得る 。 組 換え タン パク 質 の 精製 は 、 し ば し ば 、 親 和 性 タグ の 発現 構築 物 へ の 
組み 込み に よっ て 容易 に な り 、 精 製 ス テッ プ が 迅速 か つ 効 率 的 に な る 。 

[0097] 

VI. i PS 細胞 の 選択 、 培 養 、 お よび 分 化 

本 発明 の 特定 の 態様 で は 、1 つ 以 上 の リプ ログ ラミ ング 因子 が 試験 被験 体 の 体 細胞 に 導 
入 さ れ た 後 、 細 胞 が 、 増 大 の た め に 培養 され る (任意 選択 で 、 ト ラン ス フ ェ ク ト 細胞 を 濃 
縮 す る た め に 陽性 選択 また は スク リー ニン グマ ー カ ー の よう な ベク ター 要素 の 存在 に つい 
て 選択 され る ) 。 リ プロ グラ ミン グ ベ クタ ー が 、 こ れ ら の 細胞 で リプ ログ ラミ ング 因子 を 
発現 し 、 細 胞 分 裂 と 共に 複製 お よび 分 割 す る こと が で きる 。 別 法 で は 、 リ プロ グラ ミン グ 
タン パク 軸 を 、 リ デ ロ グ ラミ ング タン シ パク 折 あ RU EMMETT ILko TIND 
細胞 お よび 子孫 細胞 に 侵入 させ る こと が で きる 。 こ れ ら の リプ ログ ラミ ング 因子 は 、 体 細 
胞 ゲ ノム を リプ ログ ラミ ング し て 、 自 律 多 能 性 状態 を 確立 し 、 こ の 間 ま た は ベク ター の 存 
在 の 陽性 選択 の 除去 後に 、 外 来 性 遺伝 要素 が 徐々 に 消失 する 、 ま た は リプ ログ ラミ ング タ 
ン パ ク 質 を 添加 する 必要 が な い 。 

[0098] 

これ ら の 人 工 多 能 性 幹細胞 は 、 多 能 性 腺 性 幹細胞 と 実質 的 に 同一 で ある こと が 期待 され 
て いる た め 、 腺 性 幹細胞 の 特質 に 基づい て 子孫 細胞 か ら 選 択 す る こと が で きる 。 追 加 の 陰 
性 選択 ステ ッ プ を 利用 し て 、 リ プロ グラ ミン グ ベ クタ ーDNA の 非 存在 の 検査 また は レポ 
ー タ ー な どの 選択 マー カー の 使用 に よる 外来 性 遺伝 要素 を 本 質 的 に 含ま な い i PS 細胞 の 
選択 を 促進 する 、 ま た は 助け る こと が で きる 。 

[0099] 

i PS 細胞 が 選択 また は 単 離 され た ら 、 組 織 特 異 的 遺伝 的 変異 の 決定 の た め に i PS ff 
胞 か ら 特定 の 細胞 型 へ の 分 化 を 誘導 する こと が で きる 。 特定 の 細胞 型 は 、 選 択 さ れ た 組織 
例え ば 、 網膜 に 含ま れ 得 る 。 

【0100 

A. i PS 細胞 の 選択 

以前 の 研究 で 作製 に 成功 し た i PSC は 、 以 下 に 示す 点 で 自然 に 分 離さ れる 多 能 性 幹 細 
胞 ( マウ ス 及 性 幹細胞 mE SC お よび ヒト 胸 性 幹細胞 h ES C な ど ) に 著しく 類似 し て い 
る た め 、 自然 に 分 離さ れる 多 能 性 幹細胞 に 対す る i PSC の 同一 性 、 真 正 性 、 お よび 多 能 
性 が 確認 され た 。 し た が っ て 、 本 発明 で 開示 され る 方 法 で 作製 され る 人 工 多 能 性 幹細胞 は 


— 
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1 つ 以 上 の 以下 の 有 止 性 幹細胞 の 特質 に 基づい て 選択 する こと が で きる 。 
[0101] 
i . 細胞 の 生物 学 的 特性 


形態 :i PSC は 、ESC に 形態 学 的 に 類似 し て いる 。 各 細 胞 は 、 丸 い 形 状 、 二 重 仁 ま 
た は 大 きい 核 小 体 、 お よび 少な い 細 胞 質 を 有する こと が で きる 。i PSC の コロ ニー も 同 
様 に 、ESC の コロ ニー に 類似 し 得る 。 ヒ ト i PSC は 、hESC に 類似 し た 縁 が 鋭く 平 
坦 な 密集 し た コロ ニー を 形成 し 、 マ ウス i PSC は 、mESC に 類似 し 、hESC よ り も 
平坦 で は な く 、 よ り 塊 状 の コロ ニー を 形成 する 。 

【0102】 


増殖 特性 : ERES E UERR, ut dg 23-6 0óESO-—HLUCHuuB'/EU 
な けれ ば な ら な いた め 、ESC に 重要 な も の で ある 。i PSC は 、 分 裂 期 に 活性 で あり 、 
ESC と 等 し い 速 度 で 活発 に 自己 再生 し 、 増 殖 し 、 そ し て 分 像 する こと が で きる 。 
[01083] 

幹細胞 マー カー: i PSC は 、ESC 上 に 発現 され る 細胞 表面 折原 マー カー を 発現 し 得 
る 。 ヒト i PSC, (限定 きれ る も の で は な い が SSEA-3, SSEA- 4, TRA 
-1 -60, TRA-1-81,TRA-2-49/6E, 5k VNanogž&ÐD., h 
ESC に 特異 的 な マー カー を 発現 し た 。 マ ウス i PSC は 、mE SC と 同様 に 、SSEA 
ー1 を 発現 し た が 、S SEA- 3 も SS 世 A- 4 も 発現 し な か っ た 。 

[0104] 

幹細胞 遺伝 子 i PSC は 、Oct 4、Sox2、Nanog、GDE3、REX1 、 
FGF4、ESG1、DPPA2、DPPA4、 お よび hTERT を 含め 、 未 分 化 ESC 
で 発現 され る 遺伝 子 を 発現 し 得る 。 

【0105】 

テロ メラ ー ゼ 活性 : テロ メラ ー ゼ は 、 約 5 0 回 の 細胞 分 像 の へ イフ リッ ク 限 界 に よっ て 
制限 され な い 細 胞 分 換 を 持続 させ る た め に 必要 で ある 。hESC は 、 自 己 再 生 お よび 増殖 
を 持続 させ る た め に 高い テロ メラ ー ゼ 活性 を 示し 、i PSC も また 、 い テ ロメ ラー ゼ 活 
性 を 示し 、 テ ロメ ラー ゼタ ン パ ク 質 複合 体 に 必要 な 成分 で ある h TERT (ヒト テロ メラ 
ー ゼ 逆転 写 酵素 ) を 発現 する 。 

[0106] 

多 能 性 : iPSC は 、ESC に 類似 し た 方 式 で 完全 に 分 化し た 組織 に 分 化す る こと が で 
きる 。 
【0107】 

MEO TET d PS'C は 、 三 エー ビジ に 人 化し て 、 LI エ I エ I ーー チュ ュー プリ ンジ ンジ 、 チ ロジ シシ 
ドロ キシ ラー ゼ 、AADC、DAT、ChAT、LMX1B、 お よび MAP2 を 発現 し 得 
る 。 カ テコ ー ル アミ ン 関 連 酵 素 の 存在 は 、i PSC が 、hESC と 同様 に 、 ド ー パ ミン 作 
動 性 ニュ ー ロ ン に 分 化し 得る こと を 示唆 し 得る 。 幹細胞 関連 遺伝 子 は 、 分 化 後 に ダウ ン レ 
ギュ レー ト さ れる 。 

【0108】 

心臓 分 化 :i PSC は 、 自 発 的 に 鼓動 を 開始 する 心筋 細胞 に 分 化し 得る 。 心筋 細胞 は 、 
cTnT, MEF2C、MYL2A、MYHCB、 お よび NKX2.5. を 発現 する 。 B 
細胞 関連 遺伝 子 は 、 分 化 後 に ダウ ン レ ギュ レー ト さ れる 。 

[0109] 

奇形 腫 形成 : 免疫 不全 マウ ス に 注入 され た i PSC は 、 一 定期 間 、 例 えば 、9 週間 後に 
自然 に 奇形 腫 を 形成 し 得る 。 奇形 腫 は 、 内 膝 葉 、 中 膝 葉 、 お よび 外 膝 葉 の 3 つの 腔 葉 に 由 
来 す る 組織 を 含む 多 系 譜 の 腫瘍 で あり : これ は 、 典 型 的 に は 1 種類 だ け の 細胞 型 か ら な る 
他 の 腫瘍 と は 異な っ て いる 。 奇形 腫 形成 は 、 多 能 性 に つい て の ラン ド マ ー ク 試験 で ある 。 
[0110] 

膝 様 体 : 培養 下 DhESC は 、「 腔 様 体 」 と 呼ば れる 球状 腔 様 構造 を 自然 に 形成 し 、 こ 
の 有 麻 様 体 は 、 分 裂 期 に 活性 化し て 分 化す る hESC の コア と 3 つ す べ て の 腔 葉 か ら 完 全 に 
分 化し た 細胞 の 周辺 か ら な る 。i PSC も 同様 に 、 及 様 体 を 形成 し 、 周 辺 の 分 化 細胞 を 有 
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1 1 
膝 盤 胞 注入 : h ESC, MEON ÁI C WES BEI) 内 に 自然 に 存在 し 、 膝 結節 に 
いて 、 腔 盤 胞 の 殻 (栄養 膜 ) が 豚 外 組織 に 分 化す る 間 に 膝 に 分 化す る 。 中空 栄養 膜 は 、4 
きた 膝 を 形成 する こと が で き な い た め 、 用 盤 胞 内 の 有 性 幹細胞 が 分 化し て 豚 を 形成 する 必 
要 が ある 。 雌 レシ ピエ ント に 導入 され る 及 盤 胞 を 形成 する た め に 微量 ピペット TREZ 
注入 され た i PSC は 、 生 きた キメ ラ 仔 マウ ス : 体 全 体 に 1 PSC 誘 導体 が 10~90% 
組み 込ま れ た キメ ラマ ウス と な り 得 る 。 
[0112] 

i i . 後 成 的 リプ ログ ラミ ング 

プロ モー ター の 脱 メ チル 化 : メチ ル 化 は 、 メ チル 基 の DNA 塩 基 へ の 転移 、 典 型 的 に は 

CpG 部 位 ( シ トシ ンプ グ ア ニ ン 配列 の 近傍 ) の シト シン 分 子 へ の メチ ル 基 の 転移 で あ 
る 。 遺伝 子 の 広範 な メチ ル 化 は 、 発 現 ヌ タンパク質 の 活性 の 抑制 また は 発現 を 阻害 する 酵素 
の 動員 に よっ て 発現 を 阻害 する 。 し た が っ て 、 遺 伝 子 の メチ ル 化 は 、 転 写 を 防止 する こと 
に よっ て 効率 的 に 遺伝 子 を 沈黙 させ る 。Oct 4 、Rexl1l 、 お よび Nanog を 含む 多 
能 性 関連 遺伝 子 ひ の プロ モー ター は 、i PSC 内 で 脱 メ チル 化 さ れ 得 、 そ れ ら の プロ モー タ 
ー 活 性 な ら び に i PSC 内 の 多 能 性 関連 遺伝 子 の 活発 な 促進 お よび 発現 を 示す 。 
[0113] 

ヒス トン 脱 メ チル 化 : ヒス トン は 、 様 々 な クロ マチ ン 関 連 修飾 に よっ て それ ら の 活性 を 
高め る こと が で きる DNA 配 列 に 構造 的 に 局 在 する 密集 タン パク 質 で ある 。Oct 4 、S 
ox2 、 お よび Narnog に 関連 し た H3 ヒ スト ン は 、 腕 メチ ル 化 され 、Oct 4、So 
x 2 、 お よび Nanog の 発現 を 活性 化し 得る 。 
[0114] 

B. i PS 細胞 の 培養 

開示 され た 方 法 を 用 いて リプ ログ ラミ ング 因子 が 体 細胞 に 導入 され た ら 、 こ れ ら の 細胞 
を 、 多 能 性 を 維持 する の に 十分 な 培地 で 培養 する こと が で きる 。 本 発明 で 作製 され た 人 工 
多 能 性 幹 (1i PS ) 細胞 の 培養 は 、 霊 長 類 多 能 性 幹細胞 、 よ り 上 具体 的 に は 、 米 国 特許 出願 
第 2 0070238170 号 お よび 同 第 2003021160 3 号 に 記載 され て いる 用 性 
幹細胞 を 培養 する た め に 開発 され た 技術 お よび 様々 な 培地 を 用 いる こと が で きる 。 当 業者 
に は 周知 で あろ う 、 ヒ ト 多 能 性 幹細胞 の 培養 お よび 維持 の 別 の 方 法 も 、 本 発明 に 使用 で き 
る こと を 理解 され た い 。 
[0115] 

特定 の 実施 形態 で は 、 非 限定 条件 を 使用 する こと が で き : 例え ば 、 多 能 性 細胞 を 、 線 維 
芽 細 胞 フ ィ ー ダ ー 細 胞 で 、 ま た は 幹細胞 を 未 分 化 状態 に 維持 する た め に 線維 芽 細 胞 フ ィ ー 
ダー 細胞 に 曖 露 さ れ た 培地 で 培養 する こと が で きる 。 別 法 で は 、 多 能 性 細胞 は 、 限 定 さ れ 
た フィ ー ダ ー 依 存 性 培養 系 、 例 えば 、TeSR 培 地 (Ludwig ら 、2006a:i:Lu 
dwi g ら 、2006b) を 用 いて 培養 し 、 本 質 的 に 未 分 化 状態 に 維持 する こと が で きる 
。 フィー ダー 依存 性 培養 系 お よび 培地 を 用 いて 多 能 性 細胞 を 培養 し 、 維 持 す る こと が で き 
る 。 こ れ ら の 手法 は 、 マ ウス 線維 芽 細 胞 「 フィ ー ダ ー 層 」 を 必要 と する こと な く 、 ヒ ト 誕 
性 幹細胞 を 本 質 的 に 未 分 化 の 状態 に 維持 する こと が で きる 。 本 明細 書 に 記載 され て いる よ 
に 、 必 要 に 応じ て コス ト を 削減 する た め に これ ら の 方 法 に 様々 な 変更 を 加え る こと が で 
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例え ば 、 ヒ ト AERC h ES) 細胞 と 同様 に 、1i PS 細胞 は 、80%DMEM(Gib 
co #10829-018 ま た は #11965-092) 、 加 熱 不 活化 処理 され て いな 
い 2 0 % 規定 ウシ 胎児 血清 (FBS) (また は ヒト AB 血清 ) 、1% 非 必須 アミ ノ 酸 、1 
mM L- グ ル タ ミ ン 、 お よび 0 . 1 mM 8- メ ルカ プ ト エ タ ノ ー ル で 維持 する こと が 
で きる 。 別 法 で は 、i PS 細胞 は 、80%Knock-Out DMEM(Gibco 
#10829-018)、20% 血 清 代替 物 (Gi bco 4210828-028).1 
% 非 必須 アミ ノ 酸 、1 mM L- グルタミン 、 お よび 0 . 1 mM 8- メ ルカ プ ト - ュ 
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ー ル で 作製 され た # 


k= 


清 培 地 で 維持 する こと が で きる 。 使 用 の 直前 に 、 約 4n g mL 


の 


最終 濃度 に な る よう に ヒト bFGF を 添加 する こと が で き ( WO99 ン 〆/20741 号 ) 、 


また は 、 実 施 例 の よう に 代わ り に ゼブラ フィ ッシュ bFGF を 使用 する こと が で きる 。 
[0117] 


様々 な マト リッ クス 成分 を 、 ヒ ト 多 能 性 幹細胞 の 培養 お よび 維持 に 使用 する こと が で き 


る 。 例え ば 、 コ ラー ゲン 1I V、 フ ィ ブ ロ ネ ク チン 、 ラ ミニ ン 、 お よび ビ ト ロ ネ ク チン を 
み 合 わせ て 使用 し て 、 参照 に より その 全容 が 本 明和 に 租 み 入れ られ る し dy g ら 
2006a :2006b) に 記載 され て いる よう 、 多 能 性 細胞 の 増殖 の た め の 個 体 支 
NH 

[0118] 

Matrigel (商標 ) を 用 いて 、 ヒ ト 多 能 性 幹細胞 の 細胞 培養 お よび 維持 の た め 
基質 を 提供 する こと が で きる 。Matrigel (商標) は 、 マ ウス 腫瘍 細胞 に よっ て 
泌 さ れる ゼラ チン 状 タ ン パ ク 質 混合 物 で あり 、BD Biosciences(New 
Jersey, USA) か ら 市 販 さ れ て いる 。 こ の 混合 物 は 、 多 く の 組 織 に 見 られ る 複 
な 細胞 外 環境 に 類似 し て お り 、 細 胞 培養 の 基質 と し て 細胞 生物 学者 に よっ て 使用 され て 
る 。 

[0119] 
i PS 細胞 は 、ES 細 胞 と 同様 に 、 
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ies Hybridoma Bank, N 
tional I 3S toi ot d.t Child Health and Hu 
esda Md. ) 、 な ら び に TRA- 1 - 
s5, 19877) に 対す る 抗体 を 用 いて 免疫 
っ て 同定 また は 確認 する こと が で きる 特徴 的 な 
原 を 有する 。 腔 性 幹細胞 の 多 能 性 は 、 ン と 1 2 週 齢 の 雄 S CI D マ ウス の 後肢 筋肉 に 約 
5 10X10? の 細胞 を 注入 する こよ っ て 確認 する こと が で きる 。 奇 形 腫 が 発 
し 、3 つ の 用 葉 の それ ぞ れ の 少な く と も 1 つの 細胞 型 を 実証 する 。 

[0120] 

C. i PS 細胞 の 分 化 

様々 な 手法 を 本 発明 に 用 いて 、i PS 細胞 を 、 限 定 さ れる も の で は な い が 、 網 膜 上 皮 
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胞 、 網 膜 神経 細胞 、 造 血 細 胞 、 筋 細胞 ( 例え ば 、 心 筋 細胞 ) 、 ニ ュー ロン 、 線 維 芽 細胞 、 


お よび 上 度 細胞 、 な ら び に これ ら に 由来 する 組織 また は 器官 を 含む 特定 の 細胞 系 
的 に 分 化 さ せる こと が で きる 。 網膜 細胞 へ の 分 化 は 、 一 例 で あり 得る 。 
[0121] 

網膜 色素 上 上 友 ( RPE) は 、 網 膜 視 細胞 に 栄養 を 与え る 網膜 神経 感覚 上 皮 の すぐ 外側 
色素 沈着 し た 細胞 層 で あり 、 下 側 の 有 上 脈絡膜 お よび 上 側 の 網膜 視 細 胞 に 固着 され て いる 
PE は 、 色 素 題 粒 が 高密 度 に 詰まっ た 六角 形 細 胞 の 単 一 層 か ら な る 。 網膜 色素 上 皮 は 、 
受容 体 細胞 の 外側 部 分 の 食 作用 に 関与 し 、 か つ す べ て の トラ ンス レチノール を 1 1 - シ 
レ チ ナ ー ル に 異性 化す る ビタ ミン A サ イク ル に も 関与 する 。 網膜 色素 上 皮 は また 、 脈 絡 
血液 感染 物質 に 対す る 強固 な 障壁 を 維持 し た まま 、 小 分 子 、 例 えば 、 ア ミノ 酸 、 ア スコ 
ビン 酸 、 お よび D- グル コー ス を 供給 する こと に よっ て 網膜 環境 を 維持 する 制限 輸送 因 
と し て も 機能 し 得る 。 イ オン 環境 の 恒常 性 は 、 繊 細 な 輸送 交換 系 に よっ て 維持 され る 。 
面 か ら 見 る と 、 こ れ ら の 細胞 は 、 平 滑 な 六角 形 の 形状 で ある 。 断面 を 見 る と 、 各 細胞 は 
大 き な 椿 円 形 の 核 を 含む 外側 非 色 素性 部 分 と 、 程 体 間 の 一 連 の 直線 糸状 突起 と し て 延び 
内 側 色 素性 部 分 と か ら な り 、 こ れ は 、 特 に 眼 に 光 が 当 た っ た 場合 で ある 。 

[0122] 
RPE 細 胞 の ヒト 愚者 か ら の 単 離 は 、 技 術 的 に 困難 か つ 複 雑 で あろ う 。 本 発明 の 特定 
態様 で は 、RPE 細 胞 は 、 遺 伝 的 欠陥 の 同定 の た め に i PS 細胞 の 分 化 に よっ て 得る こ 
が で きる 。 例 えば 、RPE 細 胞 は 、WO2008 ン 129554 号 、Osakada ら 
2008)、Osakada ら (2009)、 お よび Hirami ら (2009) に 開 
され て いる 方 法 に よっ て 分 化 さ せる こと が で きる 。 例 えば 、 ヒ ト i PS 細胞 は 、 小 さ な 
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胞 の 塊 に 分 離し 、Wnt アン タゴ ニス ト お よび No d a 1 アン タゴ ニス ト を 含む 無血 清 培 
地 ( SFEB ン DL ) を 含む 懸 濁 培 養 物 と し て ペトリ 皿 に 播種 する こと が で きる 。 こ れ ら 
DRETT., i PS 細胞 が 、 腔 様 体 様 凝 集 体 を 形成 し 得る 。 第 2 0 HEK, HERZ, 3 
ら な る RPE の 分 化 の た め に ポリ ーDー リ シン 、 ラ ミニ ン 、 お よび フィ ブロ ネクチン が 被 
本 さき fk し た が ラ スス メス ライド に ダル レー テイ ツ グ す る ご こら が で きる 。 

[0123] 


特定 の 態様 で は 、i PS 細胞 は 、 心 臓 細胞 お よび 血液 細胞 に 分 化 さ せる こと も で きる 。 
i PS 細胞 の 心臓 分 化 へ の 例示 的 な 方 法 に は 、 腔 様 体 (EB) 法 (Zhang ら 、200 
9 ) 、 ま た は OP9 間 質 細胞 法 (Narazaki ら 、2008) 、 ま た は 成長 因子 グ 化 


学 法 ( 参照 に より その 全容 が 本 明細 書 に 組み 入れ られ る 米国 特許 出願 公開 第 2 0 0 8 0 0 
38820 号 、 同 第 20080226558 号 、 同 第 20080254003 号 、 お よび 
同 第 2 0090047739 号 を 参照 され た い ) が 含ま れ 得る 。i PS 細胞 の 造血 分 化 の 
例示 的 な 方 法 に は 、 限 定 さ れる も の で は な い が 、 そ れ ぞ れ 参 照 に より その 全容 が 本 明細 書 
に 組み 入れ られ る 米国 仮 特許 出願 第 561 プ 088,054 号 お よび 同 第 61 プ 156, 3 
0 4 号 に 開示 され て いる 方 法 、 ま た は 腔 様 体 (EB) を ベー ス と し た 方 法 (Chadwi 
ck ら 、2003:Ng ら 、2005) が 含ま れ 得 る 。 フ ィ ブ ロ ネ ク チン 分 化 法 を 、Wa 


ng ら 、2007 に 例示 され て いる よう に 、 血 液 系 へ の 分 化 に 使用 する こと も で きる 
【 実施 例 】 
[0124] 

VII. 実施 例 


以下 の 実施 例 は 、 本 発明 の 好ま し い 実 施 形態 を 実証 する た め に 含め られ て いる 。 以下 の 
実施 例 に 開示 され る 技術 は 、 本 発明 の 実施 に お いて 十分 に 機能 する 本 発明 者 に よっ て 見 出 
され た 技術 の 代表 で あり 、 し た が っ て 、 本 発明 の 実施 に と っ て 好ま し い 方 式 を 構成 する と 
見 な すこ と が で きる こと を 当 業 者 で あれ ば 理解 で きよ う 。 し か し な が ら 、 当 業者 で あれ ば 

本 発明 の 趣旨 お よび 範囲 か ら 逸 脱 す る こと な く 、 開 示さ れ た 特定 の 実施 形態 で 多く の 変 
更 が 可能 で あり 、 変更 し て も 同様 また は 類似 の 結果 が 得 ら れる こと を 本 開示 か ら 理 解 で き 
未 Dd 
[0125] 

実施 例 1 

i PS 細胞 を 、 網 膜 色素 変性 症 と 診断 され た 愚者 か ら 作 製 す る 。 コ ント ロー ル と し て 、 
i PS 細胞 を 、 網 膜 色素 変性 症 で は な い 愚 者 の 家族 、 好 まし く は きょう だ いか ら も 作製 す 
る 。 ヒ ト i PS 細胞 系 は 、 上 記し た よう に (Yu ら 、2007) 、4 つ の 転写 因子 (OC 
T4、SO 双 2、NANOG、 お よび LIN28) の レン チ ウ イル ス 召 介 形 質 導入 に よっ 
て 得る 。 患者 お よび きょう だ い に 由 来 す る 両方 の i PS 細胞 を 、Matrigel (商標 
) に 維持 し 、TeSR 培 地 で 培養 する 。 


[0126] 
単 一 細胞 懸 濁 液 を 、 コ ロニ ー を Tr ypLe、 組 換え トリ プシ ン 様 酵素 (1 nvitr 
ogen, Carlsbad, CA) で 、37 や で 7 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ア ポト ー シ 


ス 阻 害 剤 1 1 52 お よび ダイ ズ ト リプ シン 阻害 剤 を 含む Te SR 培地 で 2 回 洗浄 し 、 是 
1 152 お よび ダイ ズ ト リプ シン 阻害 剤 を 含む O . 5 ml の 低温 PBS で 再 懸 汐 す る こと 
に より 作製 する 。 懸 濁 培 養 物 を 、100ng ン ググ ml Dkk- 1 、Wnt アン タゴ ニ スト 
お よび 500ng グ ml Lefty A., Nodal アン タゴ ニス ト が 添加 され た 無血 
清 培地 を 含む ゼラ チン 被覆 皿 に 時 き 、18^<2 0 日 間 置 いて 海 集 体 を 形成 する 。 次 いで 、 
凝集 体 を 、 ポ リーDー リ シン 、 ラ ミニ ン 、 お よび フィ ブロ ネクチン が 被覆 され た 培養 スラ 
イド に プレ ー テ ィング し 、 分 化 培地 (10%KSR( ノ ッ ク ア ウト 血清 代替 物 ) 、0 .1 
mM 非 必須 アミ ノ 酸 、1 mM ピル ビン 酸 ナ トリ ウム 、0 . 1 mM 2- メ ルカ プ ト エ タ ノ 
ー ル 、5 0 单位 Aml ペニシリン 、 お よび 5 0 ug/ml スト レプ トマ イシ ン を 含む G- 
MEM(GI BCO) ) で イン キュ ベー ト す る 。 RPE 細胞 を 、 多 角形 の 形態 、 色 素 沈着 

な ら び に RPE-65 お よび ZZ0O-1 の よう な 分 子 マ ー カ ー、 蜜 着 結 合 マ ー カ ー に よっ 
て 選択 し 、 濃 縮 す る 。 
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[0127] 

4oRNA*t, TRIzol 試薬 (Invitrogen) ま た は TRI-Reagen 
t (Si gma) を 用 いて RPE 細 胞 か ら 抽 出す る 。cDNA 合 成 を 、 製 造 者 の 取扱 説明 
書 ( Pr omega Cor poration、Madi son、WI) に し た が っ て 、 
モロ ニー マウ ス 和 白血病 ウ イル ス 逆 転写 酵素 ( M- MLV RT) お よび ラン ダム プラ イマ 
ー を 用 いて 行う 。、 ポ ポリメラーゼ 連鎖 反 応 (PCR) è, Taq DNA ポ リ メ ラ ー ゼ (G 
i bco- BRL) を 用 いて 標準 プロ トコ ル に し た が っ て 行う 。Q-PCR、cDNA 配 
列 決定 、 お よび マイ クロ アレ イ を 用 いて 、 患者 に 由来 する RPE 細 胞 と 正常 な 血縁 家族 に 
由来 する RPE 細 胞 と を 比較 し 、1 つ 以 上 の 遺伝 的 変異 を 決定 する 。 

[0128] 

本 明細 書 に 開示 され 請求 され る すべ て の 方 法 は 、 本 開示 か ら 、 過度 の 実験 を し な く て も 
構築 お よび 実施 され 得る 。 本 発明 の 組成 物 お よび 方 法 を 好ま し い 実 施 形態 を 用 いて 記載 し 
て きた が 、 本 発明 の 概念 、 趣 旧 、 お よび 範囲 か ら 人 逸脱 する こと な く 、 変形 形 態 が 、 本 明細 
書 に 記載 され た 方 法 な ら び に その 方 法 の ステ ッ プ また は 順序 だ っ た ステ ッ プ に 適用 で きる 
こと は 当 業 者 に は 明らか で あろ う 。 よ り 詳 細 に は 、 化 学 的 お よび 生理 学 的 の 両方 に 関連 す 
る 特定 の 作用 物質 が 、 本 明細 書 に 記載 され た 作用 物質 の 代替 と な り 得 、 同 じ ま た は 同様 の 
結果 が 達成 され る で あろ うこ と は 明らか で ある 。 当 業者 に は 明らか な すべ て の この よう な 
同様 の 代替 物 お よび 変更 は 、 添 付 の 特許 請求 の 範囲 に よっ て 規定 され る 本 発明 の 趣旨 、 範 
囲 、 お よび 概念 の 中 に 包含 され る と 見 な され る 。 


[0129] 
参照 文献 
以下 に 示す 参照 文献 は 、 本 明細 書 の 記載 を 補足 する 例示 的 な 処置 手順 また は 他 の 詳細 を 


提供 する 程度 に 、 参 照 に より 本 明細 書 に 明確 に 組み 入れ られ る 。 
[0130] 
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